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Zusammenfassung 1
Zusammenfassung
Keine der weltweit entwickelten, gängigen HIV/AIDS-Impfstoffkandidaten konnte bislang
eine umfassend schützende Immunantwort gegen das humane Immundefizienzvirus HIV-1 in vivo
garantieren. Eine neuartige, vielversprechende Immunisierungsmethode stellt u.a. die DNA-
Immunisierung dar, welche in der Lage ist sowohl eine effiziente humorale als auch zelluläre
Immunantwort gegen das entsprechende Genprodukt zu induzieren. Diesbezüglich war die
Entwicklung, Charakterisierung und immunologische Evaluierung verschiedener DNA-Vakzine
Kandidaten im Balb/c-Mausmodell Gegenstand dieser Arbeit. Dabei sollten zusätzlich Strategien
entwickelt werden, um die in vivo induzierten Immunantworten zu modulieren, die Sicherheit
der DNA-Vakzine zu erhöhen und somit generell die Effizienz der DNA-Immunisierung zu
optimieren.
In vorausgegangenen Arbeiten wurde bereits gezeigt, daß, aufgrund der zeitlich regulierten
Genexpression HI-viraler Proteine die Expression des Gag Polyproteins von der Anwesenheit des
trans-aktiven, viralen Exportfaktors Rev sowie cis-aktiver viraler RNA-Elemente (5‘-UTR; 3‘-RRE)
abhängig ist. Ferner konnte in diesem Zusammenhang gezeigt werden, daß eine Rev/RRE-
unabhängige Gag Expression ebenso durch alternative cis-aktive Exportelement, wie z.B. dem
retroviralem CTE-Element, sowie durch Adaption des HI-viralen Kodon-Gebrauchs an das von
hochexprimierten Säugetiergenen gewährleistet werden kann. In der vorliegenden Arbeit konnte
demgegenüber demonstriert werden, daß die Rev/RRE,- bzw. die CTE-vermittelte Gag Expression,
im Vergleich zu Primatenzellen, in einer Vielzahl von Nagetierzellen ineffizient ist. Demnach
weisen die retroviralen RNA-Exportmechanismen eine Zellspezifität auf, wodurch eine weitere,
mögliche Erklärung der bereits bekannten Inhibierung der HI-viralen Replikation in Nagetieren
begründet sein könnte. Eine effiziente und konstitutive Gag Expression wurde dagegen mit Hilfe
des Kodon-optimierten syngag Gens erzielt, wobei ferner die Abschnürung und Freisetzung Virus-
ähnlicher Gag Partikel (Pr55gag-VLP) in allen Nagetierzellen gewährleistet wurde. Nach i.m. DNA-
Immunisierung der verschiedenen Gag-spezifischen Expressionsvektoren wurde deutlich, daß die
zuvor ermittelte Expressionsrate in murinen Zellen direkt mit der in vivo induzierten
Immunantwort korreliert. Infolgedessen scheint das pc-syngag Expressionskonstrukt ein geeigneter
DNA-Vakzine Kandidat zu sein. So konnte weiterhin im murinem Balb/c-Mausmodell gezeigt
werden, daß die i.m. Immunisierung der Kodon-optimierten pc-syngag DNA-Vakzine bereits bei
geringen, applizierten Konzentrationen und einer einmaligen Auffrischimpfung, hohe Gag-
spezifische Antikörper-Titer, eine TH1-polarisierte zelluläre Immunantwort, sowie Gag-spezifische
CD8+ zytotoxische T-Zellen in vivo induziert, die noch mehrere Monate nach der letzten
Vakzinierung nachgewiesen werden konnten. Die Effizienz der Immunantwort war dabei von der
verabreichten Dosis der Plasmid-DNA und der Anzahl der Auffrischimpfungen abhängig. Die
internen, als immunstimulatorische Sequenzen beschriebenen CpG-Motive der syngag
Genkassette, besitzen dagegen keinen Einfluß auf die hohe Immunogenität der pc-syngag DNA-
Vakzine in vivo. Während sich die Effizienz einer subkutanen und einer intramuskulären
Verabreichung nackter Plasmid-DNA nicht wesentlich voneinander unterscheidet, konnte
dagegen die Gag-spezifische Immunogenität, unabhängig von der Immunisierungsroute, durch die
Immunisierung mit Liposomen-komlexierter Plasmid-DNA signifikant erhöht werden.
Zusammenfassend wurde die von zellulären Faktoren unabhängige, hohe Immunogenität der
Kodon-optimierten pc-syngag DNA-Vakzine im Vergleich zu herkömmlichen Gag-spezifischen
Expressionsmodulen demonstriert, welche eine ebenso effiziente Immunantwort induzierte wie
hoch-immunogene Pr55gag-Lipoproteinpartikel.
2Neben der Erhöhung der Immunogenität durch die Optimierung des Kodon-Gebrauchs,
wurde weiterhin gezeigt, daß eine Modulation der Eigenschaften bzw. der Lokalisation der in vivo
exprimierten HI-viralen Antigene einen wesentlichen Einfluß auf die induzierten Immunantworten
besitzt. So konnte durch Inhibition der Partikelfreisetzung die humorale Immunantwort, und
durch die in vivo Expression des zytoplasmatischen 24kDa Kapsidproteins, einem Spaltprodukt
des Gag Vorläuferproteins, die p24-spezifische CD8+ zytotoxische T-Zellantwort gesteigert
werden. Durch Anfügen einer ER-Signalsequenz, wodurch die HI-viralen Antigene Gag und p24KA
ko-translational in das Endoplasmatische Retikulum transloziert und in vivo als Sekretproteine
freigesetzt wurden, konnte eine TH2-polarisierte Immunantwort induziert werden. Diese war
gekennzeichnet durch lediglich geringfügig erhöhte AK-Titer und einer signifikant reduzierten,
zellulären und p24-spezifischen CD8+ zytotoxischen T-Zellantwort. In diesem Zusammenhang
konnte ferner gezeigt werden, daß das zytoplasmatisch lokalisierte Syntheseprodukt einer internen
ribosomalen Translationsinitiationsstelle p40*, wesentlich an der Induktion einer p24-spezifischen
CD8+ zytotoxischen T-Zellantwort in vivo beteiligt ist.
Ein weiteres Projekt umfaßte die Entwicklung von Strategien zur Erhöhung der MHC-Klasse
I restringierten, Gag-spezifischen CD8+ zytotoxischen T-Zellantwort. Da die Präsentation der mit
den MHC-Klasse I Molekülen assoziierten ZTL-Epitope u.a. von der Effizienz der proteasomalen
Antigen-Degradation im Zytoplasma abhängt, wurde zu diesem Zweck auf unterschiedlichem
Wege versucht, die Stabilität der HI-viralen Strukturproteine Gag bzw. p24KA nachhaltig zu
beeinflussen und einer effizienten proteasomalen Degradation zuzuführen. Allerdings konnte
weder durch Ubiquitin-Modifikationen, destabilisierender N-terminaler Aminosäuren, integrierten
Degrons, sowie singulären Aminosäuresubstitutionen, die Halbwertszeit der Antigene merklich
beeinflußt werden. Aus diesem Grund wurde hierbei auf weitere Immunisierungsstudien
verzichtet. In diesem Zusammenhang konnte außerdem gezeigt werden, daß durch die
Immunisierung monovalenter Minigene, deren Genprodukte mit einer ER-Signalsequenz
modifiziert wurden und aufgrund einer TAP-unabhängigen Translokation der singulären, murinen
ZTL-Epitope in das ER gelangen, eine isolierte CD8+ zytotoxische T-Zellantwort in vivo induziert
werden kann. Die Effizienz der Minigene war dabei von dem jeweiligem Epitop selbst und von
dessen immundominanten bzw. immunrezessiven Eigenschaften, abhängig. Insbesondere für
toxische Genprodukte würde die Immunisierung mit entsprechenden, immunogenen Minigenen
einen großen Sicherheitsvorteil bieten. Ferner könnte mit Hilfe dieser Methode gezielte ZTL-
spezifische Immunreaktionen stimuliert, und die Immuninduktion alternativer
Immunisierungsstrategien unterstützend gefördert werden.
Zur Erhöhung der Sicherheit zukünftiger DNA-Vakzine Kandidaten, sollte ferner die
Effektivität myogener DNA-Vakzine Vektoren im Vergleich zu herkömmlichen DNA-Vakzine
Vektoren, welche im Gegensatz zu der muskelspezifischen, eine konstitutive Expression des
Fremdantigens erlauben, in vitro und in vivo vergleichend evaluiert werden. Dabei konnte gezeigt
werden, daß die Genexpression durch den murinen MCK-Promotor zwar abhängig vom Zelltyp
und dem Differenzierungsstadium der Muskelzelle reguliert wird, allerdings die Expressionsrate im
Vergleich zu dem konstitutivem, viralen hCMV-Promotor, um 50% reduziert ist. Erwartungsgemäß
korrelierte auch nach i.m. Immunisierung der Versuchstiere, die Immunogenität der Gag-
spezifischen DNA-Vakzine mit der Expressionsrate und infolgedessen mit der Aktivität des
jeweiligen Promotors. Ferner wurde demonstriert, daß die Effektivität myogener DNA-Vakzine
Vektoren, aufgrund der Notwendigkeit von „Cross-Priming“-Effekte zur Immuninduktion, von der
Freisetzung des in vivo exprimierten Antigens in vivo abhängt. Obwohl die Aktivität beider
Promotoren durch das pro-inflammatorische Zytokin IFN-γ negativ beeinflußt wird, und die
Immunogenität der Gag-spezifischen myogenen DNA-Vakzine Vektoren signifikant reduziert ist,
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erhöhen derartige, regulierbare Vektorsysteme, deren Effektivität sicherlich, z.B. durch
Modulation der Antigen Lokalisation, noch gesteigert werden kann, die Sicherheit der DNA-
Immunisierung.
Aus zahlreichen klinischen Studien geht hervor, daß die Progression von AIDS invers mit
einer effizienten humoralen als auch zellulären Immunantwort gegen das in seinen
immundominanten Regionen stark konservierte 14kDa Tat Nukleoprotein, welches essentiell für
die effiziente Transkription virale pre-mRNA ist, korreliert. Daher war ein weiteres Ziel der
vorliegenden Arbeit die Entwicklung und Evaluierung einer sicheren und effizienten DNA-Vakzine
gegen das virale Regulatorprotein Tat.
Dabei konnte gezeigt werden, daß durch die Adaption des Kodongebrauchs an das von
hochexprimierten Säugetiergenen, die Tat Expression und infolgedessen die Immunogenität der
DNA-Vakzine im Balb/c-Mausmodell deutlich gesteigert wird. Die Ursachen der signifikanten
Erhöhung der Expressionsrate insbesondere in murinen Zellen, die vermutlich auf Ebene der
nukleären Stabilität begründet ist, sind allerdings im Detail unbekannt. Die durch die synthetische
DNA-Vakzine induzierten Tat-spezifischen Antikörper erkannten, wie auch die in der Literatur
beschriebene neutralisierenden Antikörper, vornehmlich die N-terminale (1-20 aa.) sowie die
zentrale Domäne (41-70 aa.) des Tat Proteins. Im Zusammenhang mit der Erhöhung der
Sicherheit herkömmlicher Tat-spezifischer DNA-Vakzine Kandidaten konnte ferner durch ein
neuartiges Verfahren, welches auf einer Fragmentierung der Aminosäuresequenz und
abgeänderter Verknüpfung der dadurch generierten Peptidfragmente, besteht, eine „Scrambled“
tat Gen generiert werden, welches unabhängig von zelltypspezifischen Faktoren exprimiert wurde
und dessen Genprodukt im Zellkern lokalisiert werden konnte. Weiterhin wurde nachgewiesen,
daß das „Scrambled“ Tat Protein, im Vergleich zum Wildtyp Tat Protein, biologisch inaktiv ist.
Obwohl diese pc-scratat DNA-Vakzine nur geringe Tat-spezifische Antikörper-Titer in vivo
induzierte, konnten effiziente und hohe zelluläre Immunreaktionen detektiert werden. Es ist
durchaus vorstellbar, daß eine Kombination dieser sicheren Tat-spezifischen DNA-Vakzine und
eines chemisch inaktivierten Tat Toxoids eine umfassende und effiziente humorale und zelluläre
Immunantwort in zukünftigen Immunisierungsstudien induziert. Ferner bietet dieses Verfahren die
Möglichkeit zur Entwicklung von effizienten DNA-Vakzine Kandidaten, die insbesondere gegen
z.B. toxische virale oder bakterielle Virulenzfaktoren gerichtet sind.
In der vorliegenden Arbeit konnte durch eine Optimierung des Kodongebrauchs und einer
infolgedessen erhöhten Expressionsrate in vivo, eine hoch-immunogene Gag,-bzw. p24KA-
spezifische und eine Tat-spezifische DNA-Vakzine generiert werden. Die vorgestellten Strategien
zur Optimierung und gezielten Modulation der durch DNA-Immunisierung induzierten
humoralen und zellulären Immunantwort, tragen ferner nicht nur wesentlich zum Verständnis der
Mechanismen der Immuninduktion bei, sondern stellen bereits die Grundlage zur Entwicklung
sicherer, effektiver und immunogener HIV/AIDS-Impfstoffe zur Austestung in prä-klinischen und
humanen Studien der Phase I/II dar.
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A Einleitung
Nach Schätzungen der Weltgesundheitsorganisation WHO und UNAIDS (Joint United
Nations Programme on HIV/AIDS) sind gegenwärtig 40 Millionen Menschen mit dem humanem
Immundefizienz Virus HIV (human immunodeficiency virus), dem Erreger der
Immunschwächekrankheit AIDS (aquired immune deficiency syndrom) infiziert. Seit dem
Ausbruch der Erkrankung starben bislang über 18,8 Millionen Menschen an den Folgen ihrer HIV
Infektion. Pro Jahr werden schätzungsweise weitere 5 Millionen Menschen mit dem tödlichen
Virus infiziert. Über die Hälfte aller erfaßten, infizierten Menschen lebt in Zentralafrika. Neben
Afrika, sind weltweit zahlreiche Gebiete Süd- bzw. Südost Asiens, des südamerikanischen
Kontinents und auch Osteuropas am stärksten von der HIV-Epidemie betroffen. In Deutschland
leben zum gegenwärtigen Zeitpunkt etwa 37.000 Träger des HI-Virus.
Die erste Dokumentation einer vermeintlichen HIV-Infektion handelte von einem
norwegischen Matrosen, der sich vermutlich 1966 infizierte und –ebenso wie seine Frau und
Kinder- 1976 an den Folgen der für AIDS typischen Erkrankungen verstarb (Froland et al. 1988;
Jonassen et al., 1997). Im Jahr 1982 wurden dann die ersten Berichte über Patienten mit AIDS-
ähnlichen Symptomen in den U.S.A. veröffentlicht. Nur kurze Zeit später wurde schließlich der
virale Erreger, HIV-1, erstmals aus Blut-Lymphozyten isoliert (Barré-Sinoussi et al., 1983).
Afrikanische Primaten sind die natürlichen Wirte des SI-Virus (SIV, simian immunodeficiency
virus), welches ebenso wie die humanen Immundefizienzviren HIV-1 und HIV-2 zur Gruppe der
Lentiviren (Familie: Retroviridae) gehört. Während sich das ausschließlich in Westafrika verbreitete
und nur schwach humanpathogene Virus HIV-2 vermutlich aus dem Isolat SIVsm entwickelte,
dessen natürlicher Wirt die in dieser Region beheimatete Mangaben (Cercocebus atys atys) sind,
ist der Ursprung des phylogenetisch divergenten HIV-1 noch ungeklärt. Die engsten, bislang
identifizierten Verwandten von HIV-1 sind die aus Schimpansen (Pan troglodytes troglodytes)
isolierten SIVcpz Isolate SIVcpzGab1 (Huet et al., 1990), SIVcpzUS (Gao et al., 1999) und
SIVcpzCam3 (Corbet et al., 2000). Zum gegenwärtigen Zeitpunkt wird aufgrund der bisherigen
Ergebnisse phylogenetischer Studien vermutet, daß die Übertragung eines dieser SIV Isolate vom
Menschenaffen auf den Menschen vor etwa 50-60 Jahren in Afrika stattgefunden haben muß und
diese erstmalige Zoonose den Ursprung der heutigen HIV-1/AIDS-Pandemie darstellt (Ho et al.,
1998). Der weltweit am verbreitetste HIV-1 Stamm M („major“; „Montagnier“) wird wiederum in
mehr als neun Subtypen (A, B, C, D, F, G, H, J und K) unterteilt. Von der in einigen wenigen
Ländern, wie z.B. Kamerun oder Gabon, vertretenen Gruppe 0 („outlier“) existieren nur drei
Subtypen. Eine dritte HIV-1 Gruppe, die als Stamm N („non-M, non-O“) bezeichnet wird, wurde
bislang nur aus zwei, in Kamerun lebenden Personen isoliert. Mittlerweile werden immer neue
Varianten und auch rekombinante Mosaik-Viren, wie z.B. A/G oder AE/B, B/C oder F/D
rekombinante HI-Viren, aus den in Risikogebieten lebenden HIV Patienten isoliert und
beschrieben (McCutchan et al., 1999, Tovanabutra et al., 2001, Piyasirisilp et al. 2000,
Laukkanen et al., 2000, Su et al., 2000).
6A.1 Morphologie reifer Viruspartikel
Zwischen HIV-1 und HIV-2, sowie den einzelnen Subtypen bestehen
elektronenmikroskopisch keine Unterschiede. HIV ist ein etwa 100-140nm Durchmesser großer,
von einer Lipid-Doppelschicht umgebener, kugelförmiger bis ikosaedrischer Lipoproteinpartikel
(Munn et al., 1985; Gelderblom et al. 1987, 1989 und 1991). Die Virushülle besteht aus Lipiden
und zahlreichen anderen Komponenten der Wirtszellmembran, wie z.B. HLA-Molekülen und
Komplementfaktoren (Aloia et al., 1993; Gelderblom et al., 1987; Arthur et al., 1992; Meerloo et
al., 1993), in der das virale, glykosylierte Transmembranprotein gp41 (TM; transmembran“)
integriert ist. Das virale externe Glykoprotein gp120 (SU; surface) bindet nicht-kovalent durch
hydrophil-hydrophobe Wechselwirkungen an gp41, wobei die viralen Hüllproteine trimere
Komplexe in streng symmetrischer Anordnung auf der Oberfläche des Viruspartikels ausbilden
(Schawaller et al., 1989; Pinter et al., 1989; Earl et al., 1990; Kwong et al., 1998; Wyatt et al.,
1998). An der Innenseite der Virushülle befindet sich ein geometrisches Gerüst aus etwa tausend
Matrixproteinen (p17MA). Diese sind durch einen Myristyl-Anker, einer gesättigten Fettsäure aus
14 Kohlenstoffatomen, kovalent in der Lipidmembran verankert (Henderson et al., 1992;
Veronese et al., 1988; Göttlinger et al., 1989).
A B
C
Abbildung A-1 Die Morphologie reifer HIV-1 Viruspartikel. (A) Darstellung der bislang bekannten Sekundärstrukturen der
im Virion enthaltenen viralen Proteine sowie (B) schematische Darstellung des reifen HIV Virions. (C) In der
elektronenmikroskopischen Aufnahme infektiöser Viruspartikel ist deutlich das von einer Hüllmembran umgebene, konische
Kapsid zu erkennen. (MA = Matrixprotein p17; CA = Kapsidprotein p24; NC = Nukleokapsidprotein p7; RT = Reverse
Transkriptase p51; PR = Protease p11; IN = Integrase p32; TM = Transmembranprotein gp41; SU = Hüllprotein gp120
(modifiziert nach Turner und Summers, 1999))
Innerhalb des Viruspartikels befindet sich ein konisches Kapsid, welches aus etwa 1200-
2000 Molekülen des Kapsidproteins p24KA besteht. Die Verbindungs-Proteine (p6LI, link protein),
welche bislang nur für HIV dokumentiert werden konnten, sind zwischen der Virushülle und dem
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viralen Kapsid lokalisiert und verbinden die Schicht der Matrixproteinen mit dem schmalen, etwa
20nm im Durchmesser großem Ende des Viruskapsids (Gelderblom, 1991). Das Kapsid selbst
umschließt das HI-virale Genom, wobei jeder Viruspartikel zwei Moleküle des einzelsträngigen
HI-viralen RNA Genoms enthält (Marquet et al., 1991). Des weiteren befinden sich neben
Molekülen der Reversen Transkriptase (p51RT) mit RNase H (p66), des Nukleokapsidproteins
(p7NC) und zwei für die Initiation der reversen Transkription erforderlichen zellulären tLys-RNA
Molekülen, die viralen Enzyme Integrase (p32IN) und Protease (p11PR) im Partikel. Weiterhin sind
das virale, regulatorische Protein Nef (Welker et al., 1996; Bukovsky et al., 1997), die
akzessorischen Proteine Vpr (Lu et al., 1993; Paxton et al., Wang et al., 1994) und Vif (Liu et al.,
1995; Camaur und Trono, 1996; Fouchier et al., 1996; Karczewski und Strebel, 1996) und etwa
150-200 Moleküle des zellulären Chaperons Cyclophilin A (CypA) (Braaten et al., 1996; Thali et
al., 1994; Franke et al., 1994), welches für die Infektiösität von HIV-1 der Gruppe M essentiell ist,
in dem Viruspartikel enthalten.
A.2 Der Replikationszyklus von HIV-1
Bindung von HIV an zelluläre Rezeptoren: Infektion der Zielzelle
Die Bindung des HI-Virions an seine Zielzelle (z.B. T-Helfer-Lymphozyten,
Monocyten/Makrophagen) wird durch die Wechselwirkungen der CD4-Bindungsregion des
externen gp120 Hüllproteins mit dem CD4-Rezeptormolekül vermittelt (Kowalski et al., 1987;
Olshevsky et al., 1990; Moebius et al., 1992; Ryu et al., 1994). Dieser spezifischen Bindung an
den primären Rezeptor geht eine unspezifische Adhäsion des Viruspartikels an Heparansulfat,
einem Bestandteil der Glykokalyx, voraus (Saphire et al., 1999; Cladera et al., 2001).
Abbildung A-2 Schematische Darstellung des frühen HI-viralen Replikationszyklus: ein infektiöses Virus bindet durch die
Interaktion des viralen Hüllproteins gp120 mit den zellulärem Rezeptor CD4 sowie den zellulären Ko-rezeptoren CXCR4
bzw. CCR5 an die Zytoplasmamembran der Zielzelle. Nach Fusion der viralen Hüllmembran mit der Membran der Zielzelle,
erfolgt die Freisetzung des Kapsids in das Zytoplasma. Bereits in dieser Phase wird die reverse Transkription des HI-viralen
RNA Genoms initiiert. Anschließend wird das provirale DNA-Genom mittels des Prä-Integrationskomplexes in den Zellkern
importiert und unspezifisch in das Genom der Wirtszelle integriert (modifiziert nach Moore und Stevensson, 2000)
Im Anschluß an die gp120-CD4 Interaktion finden strukturelle Umlagerungen innerhalb des
Hüllglykoproteinkomplexes gp120/gp41 statt, wodurch bestimmte Regionen zwischen den V1/2
und V3 Regionen des externen Hüllproteins gp120 exponiert, und dessen Wechselwirkung mit
8weiteren, zellulären Ko-Rezeptoren ermöglicht wird (Sattentau und Moore, 1991; Sattentau et al.,
1993; Thali et al., 1993; Trkola et al., 1996). In Abhängigkeit des Virustyps und des
Infektionsstadiums dienen die Chemokinrezeptoren CXCR4 (lymphotrope HI-Viren (X4)) bzw.
CCR5 (makrophagotrope HI-Viren (R5)) als Ko-Rezeptoren (zum Überblick: Horuk, 1999; Doranz
et al., 1996; Feng et al., 1996; Deng et al., 1996; Clapham und Weiss, 1997; Deng et al., 1997;
Zhang et al., 1998). Die Interaktion mit dem Ko-Rezeptormolekül induziert eine weitere
Konformationsänderung des gp120 Moleküls, die es nun dem Transmembranprotein gp41
erlaubt, seine fusiogene Domäne von der Leucin-Zipper Region zu lösen und das hydrophobe, N-
terminale Ende in die Plasmamembran der Zielzelle zu inserieren (Brasseur et al., 1988; Sattenau
und Moore, 1991; Wild et al., 1994). Durch diesen Prozeß wird eine pH-unabhängige Fusion der
Virusmembran mit der Zellmembran eingeleitet, wobei im Anschluß das Viruskapsid in das
Zytoplasma der Zelle freigesetzt wird (Stein et al., 1987).
Auflösung des viralen Kapsids (Disassembly), nukleärer Import und Integration
des viralen Genoms in das Wirtszellgenom
Die Auflösung der konischen Kapsidstruktur („uncoating“) wird durch die aktivierte, virale
Protease initiiert. Ferner wird durch die Änderung des Ionen-und pH-Milieus im Zytoplasma die
Synthese der viralen cDNA (Reverse Transkription), die durch die virale Reverse Transkriptase RT
(p66) katalysiert wird, eingeleitet (zur Übersicht: Prasad und Goff, 1990; Whitcomb und Hughes,
1992; Katz und Skalka, 1994; Gotte et al., 1999). Nachdem die virale DNA vollständig
synthetisiert wurde, wird diese als Bestandteil des Prä-Integrationskomplexes (PIC; „pre-
integration complex“) aktiv aus dem Zytoplasma in den Zellkern transportiert. Dieser Komplex
setzt sich –soweit bislang bekannt ist- aus den viralen Proteinen IN, RT, p17MA und Vpr (Farnet
und Haseltine, 1991; Bukrinsky et al., 1993; Lee und Craigie, 1994, Heinzinger et al., 1994;
Bushman und Miller, 1997), sowie weiteren zellulären Wirtsproteinen, wie z.B. HMG-I(Y) (Farnet
und Bushman, 1997; Miller et al., 1997) und VAN (Gupta et al., 2000) zusammen. Der Import
wird vermutlich durch das akzessorische Protein Vpr vermittelt (Fouchier et al., 1998 und 1999;
Nie et al., 1998; Popov et al., 1998; Vodicka et al., 1998; Freed et al., 1993). Nach erfolgter
unspezifischer Integration der proviralen DNA in das Genom der Wirtszelle, katalysiert durch die
virale Integrase IN (p32) (Fujiwara et al., 1988; Vink et al., 1993), wird die Expression der viralen
Gene initiiert.
Regulation der viralen Genexpression
Das etwa 9600-9700bp lange, provirale HIV Genom wird beidseitig von LTR-Regionen
(„long terminal repeat“) flankiert. Das LTR wird unterteilt in die Regionen U3, R und U5, und
enthält im wesentlichen strukturelle Elemente, die für die virale Transkriptionsinitiation
(Promotor/Enhancer) und Termination (Polyadenylierungssignal) essentiell sind (Bohnlein et al.,
1989; Cullen, 1991; Brown et al., 1991). In der 5‘-LTR Region befinden sich zum Beispiel
Bindestellen für die zellulären Transkriptionsfaktoren AP-1, NFAT-1 und Ets-1 sowie NF-κB und
SP1. Obwohl die anfängliche Transkription, ausgehend vom 5‘-LTR Promotor sehr ineffizient ist,
werden trotzdem geringe Mengen mehrfach gespleißter mRNA Transkripte aus dem Zellkern
exportiert und im Zytoplasma translatiert. Ein Genprodukt dieser RNA-Spezies ist das
regulatorische 14kDa Protein Tat (Rice et al., 1988). Dieses essentielle, nukleäre Aktivatorprotein
der viralen Transkription bindet an eine ebenfalls im 5‘-LTR gelegene, transkribierte RNA-
Haarnadelschleife TAR („transactivating response element“) (Berkhout et al., 1990; Gatignol et al.,
1991; Dingwall et al., 1989; Weeks et al., 1990; Weeks und Crothers, 1991; Puglisi et al., 1992;
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Churcher et al., 1993, West und Karn, 1999) und rekrutiert weitere zelluläre Faktoren, wie z.B.
den Komplex Cyclin T1/CDK9 (Wei et al., 1998; Hermann et al., 1998; Isel und Karn, 1999). Eine
durch CDK9 vermittelte Hyperphosphorylierung der RNA-Polymerase II erhöht infolgedessen die
Prozessivität des Transkriptionskomplexes und gewährleistet somit eine effiziente Elongation der
viralen Transkription (zur Übersicht: Karn, 1999).
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Abbildung A-3 Regulation der HI-viralen Transkription. (A) Die RNA-Harrnadelschleife TAR wird unmittelbar nach der
Initiation der Transkription am HI-viralem LTR Promotor transkribiert. (B) An diese RNA-Struktur bindet sowohl  das
virale, regulatorische 14kDa Protein Tat, als auch andere zelluläre Faktoren, wie z.B. der Komplex CyclinT1/CDK9. (C) Der
Mechanismus der Aktivierung der LTR-abhängigen Transkription: nach Ausbildung des initialen Transkriptionskomplexes
(a) erfolgt die Initiation der Transkription durch Phosphorylierung der RNA-Polymerase II durch den Transkriptionsfaktor
TFIIH. (b) Sobald die TAR Region transkribiert und sich die Haarnadelschleife ausgebildet hat, (c) verlangsamt sich die
Transkription und es kommt zur Ausbildung des trimeren, an TAR gebundenen Komplexes Tat/CyclinT1/CDK9 (TAK). (d)
Die anschließende Hyperphosphorylierung der RNA-Polymerase II ermöglicht unter Freisetzung der TAR-Schleife, die
Elongation der Transkription. (modifiziert nach Karn, 1999)
Die zeitliche Expression viraler Genprodukte unterliegt einer komplexen post-transkriptionellen
Regulation (zur Übersicht: Malim und Cullen, 1991). In der frühen Phase der Transkription
werden die zunächst ungespleißten prä-mRNAs aufgrund der ineffizienten und z.T. kryptischen
Spleißdonor-und Spleißakzeptorstellen (Purcell und Martin, 1993; O’Reilly et al., 1995; Dyhr-
Mikkelsen und Kjems, 1995) im Zellkern zurückgehalten, wo sie desweiteren gespleißt und
exportiert oder aber degradiert werden.
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Abbildung A-4 Post-transkriptionelle Regulation der HI-viralen Genexpression. (A) Schematische Darstellung funktioneller
Domänen des viralen Proteins Rev, welches (B) an eine charakteristische RNA Sekundärstruktur (RRE), die innerhalb der
env kodierenden Region lokalisiert ist, bindet und dort oligomerisiert. (C) Mechanismus des Rev-vermittelten Exports viraler
pre-mRNA: nach Bindung und Oligomerisierung der Rev Moleküle an RRE bindet der zelluläre Exportfaktor CRM1/Exportin
1 zusammen mit RanGTP an das Kernexportsignal (NES) von Rev. Der RRE/Rev/CRM1/RanGTP-Komplex wird
anschließend aktiv unter Hydrolyse von GTP zu GDP durch die Kernpore in das Zytoplasma exportiert. Nach Auflösung des
Export-Komplexes und Freisetzung der viralen RNA wird das „Shuttle“-Protein Rev, welches eine Kernimportsequenz (NLS)
besitzt, von Importin-β gebunden und wieder in den Zellkern transportiert. (D) Expressionskinetik (1) früher und (2) später
HI-viraler Proteine: die nukleäre Konzentration des viralen Regulatorproteins Rev reguliert den Export vollständig
gespleißter (frühe Phase) und partiell bzw. ungespleißter Transkripte (späte Phase) aus dem Zellkern. (modifiziert nach
Pollard und Malim, 1998).
Die nukleäre Degradation ungespleißter, viraler RNA-Transkripte wird auf bislang noch
unbekannte Weise durch A/U-reiche Sequenzen oder  Sequenzmotive (INS; „inhibitory
sequences“) vermittelt (Rosen et al., 1988; Chochrane et al., 1991; Maldarelli et al., 1991,
Schwartz et al., 1992; Schneider et al., 1997; Malim und Cullen, 1993). Durch diesen
Regulationsmechanismus werden zunächst ausschließlich mehrfach gespleißte RNA-Transkripte
(~2kb) aus dem Zellkern in das Zytoplasma transportiert. Diese kodieren unter anderem für das
virale 13kDa Regulatorprotein Rev. Das nukleäre, Phosphoprotein Rev bindet in oligomerer Form
an eine ausgeprägte RNA-Sekundärstruktur RRE („Rev-responsive element“), die innerhalb der für
die viralen Hüllproteine kodierenden Region env liegt und in allen einfach- und ungespleißten
HIV RNA Transkripten vorhanden ist (Rosen et al.,1988; Dayton et al., 1992; Hadzopoulou-
Cladaras et al., 1989; Daly et al., 1989; Kjems et al., 1991; Charpentier et al., 1997; Iwai et al.,
1992; Mann et al., 1994; Battiste et al., 1994 und 1996, Tiley et al., 1992). Rev blockiert zudem
die Zusammenlagerung des Spleißapparates am Spleißdonor (SD1) und wirkt somit weiteren
Spleißprozessen entgegen (Chang und Sharp, 1989; Kjems et al., 1991; Kjems und Sharp 1993;
Konforti et al., 1993, Tango et al., 1996). Des weiteren interagiert Rev mittels der C-terminalen
Domäne NES (nuclear export signal) mit dem zellulären Kernexportfaktor CRM1/Exportin1 und
vermittelt dadurch den Export der einfach gespleißten (~4kb) und ungespleißten (~9kb) viralen
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Transkripte aus dem Zellkern (zur Übersicht: Cullen, 1998 und Hope, 1999; Wolff et al., 1997).
Durch die weitere Interaktionen mit Ran-GTP und Assoziation mit Proteinen des
Kernporenkomplexes, wie z.B. Nup214 und Nup98 (Fornerod et al., 1997; Farjot et al., 1999,
Askjaer et al., 1998), wird der Komplex durch die Hydrolyse von GTP in GDP aktiv durch die
Kernpore in das Zytoplasma transloziert (zur Übersicht: Nilsson et al., 2001). Im Zytoplasma
erfolgt die Dissoziation des Komplexes unter Freisetzung der viralen mRNA, wobei Rev aufgrund
einer aminoterminalen Kernlokalisierungssequenz (NLS; nuclear localization signal) wiederum in
den Zellkern transportiert wird (Hope et al., 1990, Berger et al., 1991, Hammerschmid et al.,
1994). Auf diese Weise wirkt das „Shuttle“-Protein Rev als Schalter der frühen Synthese mehrfach
gespleißter mRNAs (Tat, Rev, Nef) und der späteren Synthese von einfach gespleißten (Env, Vpu,
Vif, Vpr) und ungespleißten mRNA-Transkripte (Gag, Gag-Pol).
Expression HI-viraler Strukturproteine: Zusammenbau unreifer Virionen an der
Plasmamembran (Assembly)
Die inneren Strukturproteine von HIV werden von dem Gen gag („group specific antigen“)
kodiert (zur Übersicht: Wills und Craven, 1991; Henderson et al., 1992; Freed et al., 1999).
Dieses wird als 55kDa-Vorläuferprotein (Pr55gag) an freien, sich im Zytoplasma befindlichen
Ribosomen von einer ungespleißten, ~9kb umfassenden mRNA in der späten Phase der viralen
Replikation translatiert. Unter Abspaltung des N-terminalen Methioninrestes (Met1) wird ko-
translational ein Myristylsäurerest mit dem zweiten Gylzinrest des Gag Proteins (Gly2) kovalent
verknüpft. Diese Reaktion wird von der zellulären Myristyl-CoA-Acetyl Transferase katalysiert
(Gheysen et al., 1989; Göttlinger et al., 1989; Bryant und Ratner, 1990, Pal et al., 1990; Freed et
al., 1994). Der durch Motorproteine vermittelte Transport des Vorläuferproteins entlang der
Mikrotubuli an die Plasmamembran wird durch eine aminoterminale Signalsequenz innerhalb des
Matrixproteins p17MA (As 84-88) vermittelt (Facke et al., 1993; Gallina et al., 1994; Reil et al.,
1998, Freed et al., 1994). Anschließend werden die viralen Vorläuferproteine mittels den
Myristyl-Ankern kovalent in der Lipid-Doppelschicht verankert, wobei die Membranassoziation
durch eine Ansammlung basischer und hydrophober Aminosäurereste innerhalb des N-terminalen
Anteils der p17MA Region (M-Domäne) gewährleistet wird (Yuan et al., 1993; Massiah et al., 1994;
Zhou et al., 1994; Hill et al., 1996; Zhou und Resh, 1996). In etwa 5-10% aller
Translationsereignisse ereignet sich ein ribosomaler –1 Leserastersprung („ribosomal frame shift“)
nahe dem 3‘-Ende des Gag kodierenden Bereichs (Jacks et al., 1988). Für diesen Leserastersprung,
welcher die Voraussetzung für die Translation eines 160kDa Gag-Pol Vorläuferproteins
(Pr160gagpol) ist, sind zwei in cis wirkende Signale auf der viralen mRNA verantwortlich. Durch die
Ausbildung einer Haarnadelschleife im p1-Bereich verlangsamt sich zum einen die
Proteinbiosynthese und an einer in 5‘-Richtung liegenden Hepta-Nukleotidsequenz UUUUUUA
(„slippery sequence“) erfolgt schließlich der Leserastersprung. Der pol Leserahmen kodiert für die
viralen Enzymfunktionen. Ebenso wie Pr55gag wird auch das Pr160gagpol Vorläuferprotein an die
Plasmamembran transportiert und mit dieser über einen Myristyl-Anker kovalent verknüpft. Im
Verlauf der Expression viraler Strukturproteine kommt es unterhalb der Plasmamembran zu einer
geordneten Akkumulation von ungefähr 1500 bis 2000 Kopien des Gag Polyproteins und 70 bis
100 Kopien des Gag-Pol Vorläuferproteins. Die Aggregation der Strukturproteine wird u.a. durch
intermolekulare Oligomerisierungsdomänen innerhalb des p24-Kapsidproteins (As 153-172; As
173-231) und des p7-Nukleokapsidproteins (I-Domäne) gewährleistet (Zhang et al. 1996; Jowett
et al., 1992).
Die Hüllproteine gp120/gp41 werden von dem Gen env als gp160env-Polyprotein von den
Ribosomen des rauhen Endoplasmatischen Retikulums (ER) synthetisiert. Nach Ausbildung stabiler
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oligomerer Komplexe, werden diese im Golgi Komplex glykosyliert, durch zelluläre Proteasen in
gp41 und gp120 gespalten (Decroly et al., 1997; Hallenberger et al., 1997) und anschließend in
Form von Trimeren auf die Oberfläche der Plasmamembran transportiert. Der Einbau der
Hüllproteine erfolgt über spezifische Wechselwirkungen der C-terminalen Domäne von gp41 mit
der Matrixdomäne der Gag bzw. GagPol Vorläuferproteine (Freed et al., 1995 und 1996; Cosson
P, 1996; Vincent et al., 1999; Wyma et al., 2000). Somit bestimmen die bereits in der
Plasmamembran vorhandenen gp41-Moleküle durch Interaktion mit Bereichen innerhalb der
Matrixproteine, die Stellen, an der die Gag bzw. GagPol Vorläuferproteine unterhalb der
Zellmembran zu elektronendichten Strukturen kondensieren.
Die Verpackung des viralen Genoms erfolgt durch die Bindung der proximalen der beiden
Nukleinsäure-bindenden Zinkfinger-Motive des p7NC mit einem definiertem Bereich der viralen
RNA. Diese ψ-Sequenz befindet sich z.T. im 5‘-nicht translatierten Bereich (UTR, „untranslated
region“) und überlappt ebenfalls partiell den Gag kodierenden Bereich (Sakaguchi et al., 1993).
Als weitere RNA Moleküle werden spezifisch zelluläre tLys-RNAs über eine RT-Domäne im Gag-Pol
Vorläuferprotein und unter Beteiligung der Nukleokapsidproteine in das Virion verpackt (Barat et
al., 1993; Richter-Cook, et al., 1992).
Knospung und Reifung der Virionen zu infektiösen HIV-Partikel
Unter Ausbildung sphärischer Strukturen unterhalb der Plasmamembran erfolgt die
Knospung und Abschnürung unreifer HI-Virionen, wobei der genaue Mechanismus der
Partikelknospung für die C-Typ Retroviren noch unklar ist. Unter anderem werden als treibende
Kraft der Membranausstülpung die Einführung von Gag-Pentameren in das ursprünglich
hexagonale, submembrane Gag-Gitter und die Beteiligung des zellulären Aktin-Gerüsts diskutiert
(Nermut et al., 1994 und 1998; Barklis et al., 1998 Arthur et al., 1992; Ott et al., 1996; Rey et al.,
1996; Wilk et al., 1999). Das p6LI Protein spielt -wie auch das akzessorische Protein Vpu- bei der
Freisetzung der Virionen eine große Rolle. Zudem vermittelt p6LI durch Interaktion mit dem Vpr-
Protein dessen Einbau in den Viruspartikel.
Während oder kurz nach der Freisetzung unreifer Virionen von der Plasmamembran erfolgt
die autokatalytische Freisetzung der viralen Protease. Anschließend werden durch Spaltung der
Gag-bzw. Gag-Pol-Vorläuferproteine mit Hilfe der aktiven, dimeren Form der viralen Protease
(PR) die Strukturproteine Matrixprotein (p17MA), Kapsidantigen (p24KA), Nukleokapsidprotein
(p7NC) und Linkprotein (p6LI), sowie die viralen Enzyme Protease (PR), reverse Transkriptase (RT)
und Integrase (IN) freigesetzt. Die Funktion der Spaltprodukte p1 und p2 ist bislang unbekannt.
Die Regulation der proteolytischen Aktivität erfolgt vermutlich durch von äußeren Faktoren
abhängige kompetitive Inhibition der HI-viralen Protease durch virale Peptide (p2; p6*)(Pettit et
al., 1998; Tessmer und Kräusslich, 1998; Partin et al., 1991; Zybarth et al., 1994; Paulus et al.,
1999).
Während bei der Partikelreifung die Matrixproteine mit der Innenseite der Plasmamembran
assoziiert bleiben, kondensieren sich die abgespaltenen p24 Kapsidproteine durch
konformationelle Neuorientierung zu einer konisch geformten Hülle, die den elektronendichten
Ribonukleoproteinkomplex (RNP), bestehend aus zwei Molekülen der viralen RNA, tLys-RNA,
dem p7NC sowie den viralen Enzymen Reverse Transkriptase (RT), Protease (PR) und Integrase
(IN), einschließt. Der korrekte Einbau und die Prozessierung der viralen Proteine während des
Reifungsprozesses zu viralen Partikel von entsprechender Dichte sind essentielle Voraussetzungen
für die Infektiösität von HIV.
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Abbildung A-5 Knospung und Reifung infektiöser HI-Viren. (A) Elektronenmikroskopische Aufnahmen mit entsprechender
schematischer Darstellung der (a) streng geordneten Zusammenlagerung der Pr55gag und Pr160gagpol Polyproteine und (b)
die dadurch bedingte Abschnürung unreifer HI-Virionen von der Zytoplasmamembran, sowie (c) die Anordnung der
prozessierten Proteine in dem reifen, infektiösem Viruspartikel. (B) Elektronenmikroskopische Aufnahmen (d) freier
Viruspartikel in unterschiedlichen Reifungsstadien, (e) sich abschnürende virale Partikel sowie (f) freie, unreife Virionen zu
sehen (modifiziert nach Gelderblom et al., 1989)
A.3 Klinik und Pathogenese der HIV-1 Infektion: Viruselimination
durch antivirale Therapie ?
Die akute HIV-Erkrankung kann sich, in Abhängigkeit viraler Faktoren sowie Wirtsfaktoren,
nach einer Inkubationszeit von ca. 1-3 Wochen durch plötzlich auftretende grippeähnliche,
unspezifische Symptome äußern. Während der bis zu 10 Jahren andauernden symptomfreien
Phase, wird die Virusvermehrung zum größten Teil erfolgreich supprimiert. HIV-spezifische,
zytotoxische CD8+ T-Lymphozyten (ZTL, „cytotoxic T lymphocytes“) spielen dabei eine
entscheidende Rolle (Koup et al. 1994, Borrow et al. 1994). Diese hemmen die Ausbreitung des
Virus im Organismus durch gezielte Abtötung HIV-infizierter Zellen. Die Bedeutung der ZTLs zeigt
sich vor allen Dingen bei den HIV-Langzeitüberlebenden (LTNP; „long-term non progressors“), die
im Gegensatz zu Patienten mit raschem Krankheitsverlauf eine hohe Anzahl HIV-spezifischer
Vorläufer-ZTLs mit breiter Spezifität gegen verschiedene Virusproteine, besitzen (Harrer et al.,
1994 und 1996; Hogervorst et al., 1995; Clerici und Shearer 1996; Barker et al., 1997 und 1998;
Pilgrim et al., 1997; Betts et al., 1999; Wagner et al., 1999). Als Ergebnis des Zusammenspiels von
viralen und Wirtsfaktoren bildet sich des weiteren ein je nach Individuum unterschiedliches
Niveau der Virusaktivität im Gleichgewicht der HIV Replikation und der Zerstörung infizierter
Zellen durch die ZTL-Reaktivität aus. Im weiteren Verlauf kommt es allerdings zu einem
fortschreitenden Verlust von CD4+-Helfer T-Lymphozyten. Dadurch wird das Gleichgewicht
zwischen HIV Replikation und Viruseliminierung durch das Immunsystems erheblich gestört und
es kommt infolgedessen zu einer zellulären Immundefizienz. Diese ist geprägt durch ein
gesteigertes Risiko für opportunistische Infektionen, wie z.B. Pneumonie (z.B. Pneumocystis
carinii), zerebrale Toxoplasmose, CMV-Retinits, Mykobakteriose, Soor-Ösophagitis oder Karposi-
Sarkom (KS). Bei Auftreten der ersten opportunistischen Infektionserkrankungen spricht man von
der klinisch-symptomatischen HIV-Infektion, die in den darauffolgenden Jahren unbehandelt
unweigerlich zum Tod des Patienten führt.
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Die Zeitspanne zwischen einer intitialen HIV Infektion und dem Tod des Patienten infolge
der AIDS Erkrankung ist sehr variabel. In den vergangenen Jahren wurde diese Zeitspanne
allerdings durch die Entwicklung einer Vielzahl von antiretroviralen Medikamenten, wie z.B.
Inhibitoren der viralen Reversen Transkriptase (z.B AZT, 3TC, Nevirapin, etc. ) und Protease (z.B.
Saquinavir, Ritonavir, Indinavir, etc. ), deutlich verlängert. Bevor diese Kombinationstherapien zur
Behandlung der HIV-Infektion zur Verfügung standen, erkrankten etwa 50% der infizierten
Patienten innerhalb der ersten 10 Jahre ihrer HIV-Infektion. Obwohl die Selektion Therapie-
resistenter Virusmutanten, begünstigt durch die hohe Fehlerrate der viralen Reversen
Transkriptase, durch ein hochaktive antiretrovirale Therapie (HAART; „highly active anti-retroviral
therapy“), bei der mindestens drei bzw. vier verschiedene Medikamente verabreicht werden,
unterdrückt werden kann, stellt das Auftreten resistenter Viren infolge des Selektionsdrucks und
die schlechte Verträglichkeit der Präparate langfristig gesehen ein großes Problem dar.
Letztendlich wird durch gängige Therapeutika lediglich die virale Replikation supprimiert, das
Virus selbst allerdings nicht vollständig eliminiert. Vermutlich durch den Verlust einer
kontinuierlichen Immunstimulation durch die virale Replikation, konnte in vielen Patienten nach
Absetzen der Therapie eine stark erhöhte Viruslast nachgewiesen werden (Chun et al., 1997;
Neumann et al., 1999). Insbesondere frühzeitig initiierte antivirale HAART-Therapien begünstigen
diesen Effekt. Allerdings wurde auch beschrieben, daß durch wiederholte, kontrollierte
Unterbrechungen der Therapie, die zelluläre Immunabwehr wieder in der Lage war, die virale
Replikation auch ohne fortwährende Behandlung über einen bestimmten Zeitraum hinweg zu
kontrollieren (Robenberg et al., 2000). Eine weitere Problematik besteht darin, daß HIV in der
Lage ist, „latent“ in bestimmten zellulären Reservoirs, wie z.B. dem lymphatischem Gewebe und
den follikulär dendritischen Zellen (Pantaleo et al., 1991; Fox et al. 1991; Laurence 1993,
Pantaleo und Fauci 1995) zu überdauern, so daß eine vollständige Eliminierung des Virus durch
antivirale Therapien nahezu unmöglich erscheint.
Aufgrund der dargestellten Problematik antiretroviraler Therapien ist die Entwicklung
wirksamer und kostengünstiger Impfstoffe, die sowohl prophylaktisch vor HIV-Infektionen
schützen (präventive Vakzinierung), als auch zur Unterstützung natürlicher anti-viraler
Immunreaktionen Therapie begleitend angewandt werden können (therpeutische Vakzinierung),
von größter Wichtigkeit.
A.4 Die Entwicklung eines HIV-spezifischen Impfstoffes
Anforderungen an einen HIV-spezifischen Impfstoff
Die Anforderungen an einen wirksamen HIV-Impfstoff ergeben sich, neben allgemeinen
Aspekten der Sicherheit, Effektivität und Wirtschaftlichkeit, aus den Besonderheiten des viralen
Infektionszyklus und den Pathogenitätsmechanismen. Da das Virus primär durch Sexualkontakte
übertragen wird, steht die Induktion einer starken mukosalen Immunantwort im Vordergrund.
Sekretorische HIV-spezifische IgA Antikörper (S-IgA) könnten dabei eine Primärinfektion durch
Inhibition des Transports des Viruses durch die Mukosa direkt an der Eintrittspforte verhindern
(McGhee und Kiyono, 1993; Staats et al., 1994; Milman und Sharma 1994; Hocini et al., 1997;
Mazzoli et al., 1997; Bomsel et al., 1998; Kaul und Ogra et al., 1998, Clerici et al., 1999). Des
weiteren sollte eine geeignete HIV-Vakzine neutralisierende Antikörper mit einem breiten
Reaktionsspektrum gegen primäre Virusisolate induzieren, um so die Infektion neuer Wirtszellen
zu inhibieren (Allan et al., 1985; Robey et al., 1986; Moore et al., 1996; Morre und Burton,
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1999; Montefiori und Moore, 1999;). Auch die Induktion einer effizienten zellulären
Immunanwort und die Bildung zytotoxischer CD8+ T-Zellen zur Kontrolle der Virämie,
Elimination virusinfizierter Zellen (Walker et al., 1987 und 1990; Plata et al., 1987 und 1992;
Borrow et al., 1994; Koup et al., 1994) und Induktion immunmodulatorischer Mediatoren der
Antigen-unabhänigen, unspezifischen Immunantwort (Cocchi et al., 1995; Alkhatib et al., 1996;
Mackewicz et al., 1994, 1995 und 1996; Levy et al., 1996) ist für die Entwicklung eines HIV-
Impfstoffes von großer Bedeutung. Aus diesem Grund sollte eine HIV-Vakzine nicht nur eine
humorale, sondern auch eine effiziente zelluläre Immunantwort, sowie die Bildung langlebiger
Gedächtniszellen induzieren können. Die Entwicklung eines übergreifenden und insbesondere
eines neutralisierende Antikörper induzierenden HIV-Impfstoffes ist allerdings aufgrund der hohen
Vielfalt, genetisch unterschiedlicher viraler Subtypen und rekombinanter Viren schwierig. Zudem
konnte bislang keine eindeutige Korrelation zwischen neutralisierenden Serotypen und
genetischen Subtypen dokumentiert werden (Kostrikis et al. 1996, Moore et al., 1996).
HIV-Impfstoff Kandidaten und Immunisierungsstrategien
Weltweit wurden bislang mehr als 60 klinische Studien der Phase I/II durchgeführt, in
denen im wesentlichen die Verträglichkeit und Immunogenität der HIV-Impfstoffkandidaten an
ausgewählten Personengruppen getestet wurde. Lediglich eine auf rekombinantem Hüllprotein
(rgp120) basierende Spaltvakzine wurde bislang zur wichtigsten klinische Studie der Phase III
zugelassen. Diese umfaßt die partielle Vakzinierung und immunologische Analyse von
Personengruppen in Gebieten mit hoher HIV-Prävalenz und liefert somit wertvolle Informationen
über die durch den Impfstoff induzierte Immunität. In der Zwischenzeit allerdings wurde aus
zahlreichen weiteren klinischen Studien mit HIV-Infizierten und aus Versuchen mit verschiedenen
Primaten-Tiermodellen deutlich, daß vermutlich nur eine kombinatorische Verabreichung
unterschiedlicher HIV-Vakzine Kandidaten (kombinatorische Vakzine) zur Induktion einer
ausreichenden und umfassenden Immunität führen kann (Fleury et al., 1996; Belshe et al., 1998
und 2001, Salmon-Ceron et al., 1999, Amara et al., 2001). Moderne Konzepte zur Entwicklung
eines geeigneten HIV-Impfstoffes sehen aus diesen Gründen die Kombination unterschiedlicher
Impfstoffe (z.B. Protein, Peptid, DNA, etc.) gegen unterschiedliche virale Antigene (Hüll,- und
Strukturproteine, regulatorische sowie akzessorische Proteine) verschiedenster Virusisolaten
(Subtyp A, B, C, E, F, D), als auch verschiedenste Immunisierungsrouten und Applikationsformen
vor. Eine Vielzahl dieser Konzepte wird gegenwärtig in klinische Studien der Phase I/II getestet
und für einige dieser neuartigen Impfstoffe sind bereits klinische Studien der Phase III initiiert oder
zumindest geplant worden (zur Übersicht: http://hiv-web.lanl.gov/). Aber auch in den
kommenden Jahren wird die Entwicklung eines breiten Spektrums an potentiellen HIV-
Impfstoffen von großer Bedeutung sein. Im Folgenden werden einige der vielversprechendsten
Vakzinekandidaten, die gegenwärtig in verschiedenen klinischen Studien evaluiert werden,
erläutert. Die Peptid-Vakzine basiert auf der Immunisierung von bereits identifizierten und
chemisch synthetisierten, zumeist immundominanten B-und T-Zell Epitopen zur Induktion einer
spezifischen Immunreaktion (zur Übersicht: Berzofsky, 1995). Allerdings besitzen diese auch in
Gegenwart von immunstimulierenden Adjuvantien, wie z.B. Al(OH)3, nur eine geringe
Immunogenität und ihre Anwendung ist aufgrund weiterer Faktoren stark limitiert. So sind die
meisten linearen Peptide nicht in der Lage, neutralisierende Antikörper gegen primäre Virusisolate
zu induzieren, welche in den meisten Fällen gegen konformationelle Strukturen des Hüllproteins
gerichtet sind (Ghiara et al., 1997, Gorse et al., 1996, Rubinstein et al., 1994). Die Effektivität von
Peptiden, die konformationelle Strukturen besitzen („Mimotope“), ist bislang noch nicht
ausreichend dokumentiert. Dem gegenüber konnte die 2. Generation der Peptide-Vakzine, die
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eine Vielzahl von ZTL und T-Helfer Epitope enthalten (Polypeptiden), in einigen Fällen eine
effektive Immunantwort induzieren (Berzofsky et al., 1991, Bartelett et al., 1998, Ahlers et al.,
1993 und 1997 ). Eine Verbesserung der peripheren als auch mukosalen Immunogenität konnte
durch Kopplung der Peptide an bestimmte „Trägerstoffe“, wie z.B. komplexe Proteine (z.B.
Tetanus Toxoid, HbsAg, etc.) und Lipide sowie durch Ko-Verabreichung starker Adjuvantien oder
immunmodulatorischer Moleküle, wie z.B. IL-12 erzielt werden (Greenstein et al., 1992;
Rubinstein 1995 und 1999, Kahn et al., 1992; Belyakov et al., 1998, Oscherwitz et al., 1999). Die
Möglichkeit einer gezielten und kontrollierten Immuninduktion rechtfertigt in diesem Fall die
Weiterentwicklung und Verbesserung dieses Impfstoffkonzepts. Eine Vielzahl prä-klinischer
Immunisierungstudien im Tiermodell und klinischen Studien der Phase I/II zeigten, daß eine
Vakzinierung mit aus Insektenzellen (Dolin et al., 1991), Hefezellen (Keefer et al., 1996) oder
idealerweise aus eukaryontischen CHO Zellen („Chinese Hamster Ovary“) (Pincus et al., 1997)
aufgereinigten rekombinanten, viralen Hüllprotein-Monomeren gp120 (SU) und gp160env
(Spaltvakzine) zwar in der Lage ist neutralisierende Antikörper gegen die Laborisolate, auf deren
Basis die Impfstoffe entwickelt worden waren, nicht aber gegen primäre Virusisolate zu induzieren
(Mascola, et al., 1996; Gorse et al., 1996; Connor et al., 1998; VanCott et al., 1995, Keefer et al.,
1994 und 1997). Interessanterweise wurden durch die Verabreichung von gp120 insgesamt
weniger, jedoch mehr neutralisierende Antikörper induziert als nach Vakzinierung mit gp160
(Belshe et al., 1993 und 1994; Graham et al., 1996). Zur Induktion von neutralisierenden
Antikörpern gegen Primärisolate wird in den gegenwärtigen klinischen Studien der Phase II/III
diejenige Spaltvakzine verwendet, die sich von dem in der jeweiligen Region vorkommendem
viralem Subtyp ableitet, wie z.B. Subtyps C/E in China, Subtyp A in Afrika oder Subtyp B in
Europa (http://www.vaxgene.com). Obwohl in einigen Fällen reaktive T Zellen detektiert werden
konnten, wurden trotz Ko-Verabreichung immunstimulatorischer Adjuvantien, wie z.B. MF59
(O’Hagen, et al., 2000), keine spezifischen, reaktiven CD8+ T-Zellen induziert (Graham et al.
1996, Stanhope et al. 1993). Die Vakzinierung mit attenuierten Lebendimpfstoffen (zur
Übersicht: Haga et al., 1998; Johnson und Desrosiers, 1998, Ruprecht, 1999; Kestler und Jeang,
1995, Victorino und Sousa, 1995), wie z.B. mit Nef- oder Vpr-Deletionsmutanten, induzierte in
prä-klinischen Studien effektive und langanhaltende humorale und zelluläre Immunantworten.
Allerdings zeichnete sich schnell ab, daß aufgrund hoher spontaner, als auch durch
Rekombination mit Wildtyp HI-Viren entstandener Rückmutationen zu hoch infektiösen Viren,
diese Art der Vakzine aus Sicherheitsgründen keine Anwendung im Menschen finden wird (Daniel
et al., 1992; Cranage et al., 1997; Wyand et al., 1996; Baba et al., 1995 und 1996; Stahl-Hennig
et al., 1996). Ähnliche Sicherheitsbedenken gelten auch für chemisch inaktivierte HI-Viren
(Totimpfstoff), die zudem eine sehr geringe Immunogenität gegen das virale Hüllprotein gp120
aufwiesen, welches aufgrund des Aufreinigungsverfahren der Partikeln meist verloren geht (Gibbs
et al., 1991; Niedrig et al., 1993; Trauger et al., 1995, Sheets und Goldenthal, 1998). Die
Knospung und Freisetzung partikulärer, mit einer zellulären Lipidmembran umhüllter Virus-
ähnlicher Partikel (VLPs) wird bereits allein durch das virale Pr55gag Polyprotein induziert (Haffar et
al., 1990; Nermut et al., 1994; Wagner et al., 1994 und 1998, Brand et al., 1995). Durch
rekombinante oder gentechnische Methoden können problemlos, noch zusätzliche virale
Genfragmente eingebaut werden, deren antigene Fragmente dann in die VLPs integriert und als
Vakzine verabreicht werden können (Haffar et al., 1991; Rovinski et al., 1992; Luo et al., 1992;
Deml et al., 1997, Wagner et al., 1996, 1998 und 1999; Kang et al., 1999). Während sich die aus
Insektenzellen aufgereinigten VLP-Varianten im Mausmodell als hochimmunogen erwiesen,
konnte durch die Verabreichung von Pr55gag-VLPs, in welchen zusätzlich das HI-virale Hüllprotein
gp160 integriert war, keine sterile Immunität im Makakenmodell induziert werden (Notka et al.
1998). Eine initiale klinische Phase I Studie mit aus Hefe aufgereinigten Ty p17/p24 VLPs war im
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Gegensatz zu den vorausgegangenen Studien im Mausmodell System, aufgrund einer nur
ineffizient induzierten humoralen und zellulären Immunantwort, ebensowenig erfolgreich (Layton
et al., 1993; Adams et al., 1994; Martin et al. 1993, Veenstra et al., 1996). Ein weiteres,
neuartiges Immunisierungskonzept ist die Insertion viraler Gene in apathoge oder attenuierte,
virale oder bakterielle Vektoren, die sich als zumeist effektiver als die Immunisierung mit nackter
Plasmid-DNA (DNA-Vakzine) erwies. Nach Infektion der Zielzelle, werden die Fremdgene in vivo
exprimiert und induzierten, wie bereits in mehreren Studien gezeigt werden konnte, sowohl eine
effiziente humorale und zelluläre, als auch in einigen Fällen eine mukosale Immunantwort (zur
Übersicht: Burnett et al., 2000; Ross, 1998; Rolph und Ramshaw, 1997). Der prominenteste
Vertreter viraler Vektorsysteme ist das rekombinante Vakzinia Virus (rVV) (Hu et al., 1991;
Graham et al., 1993, zur Übersicht: Paoletti, 1996). Zur Verbesserung der Sicherheit dieses
Impfstoffes, wurden mittlerweile auch apathogene Varianten des Vakzinia Virus gentechnisch oder
durch serielle Passagierung des parentalen Vakziniastammes in Zellkultur generiert. Die
Immunogenität und Sicherheit der auf diese Weise hergestellten, viralen Vektoren NYVAC (New
York vaccinia virus) (Tartaglia et al. 1992 und 1994) und MVA (modified vaccinia Ankara) (Sutter
und Moss 1992 und 1995; Hanke und McMichael 1999; Moss et al., 1996; Seth et al., 1998)
sowie das tierpathogene, rekombinante Canarypox Virus (ALVAC) (Egan et al., 1995; Andersson et
al., 1996; Girard et al., 1997; Clements-Mann et al., 1998, Evans et al., 1999; Belshe, et al.,
1998) wird derzeit detailliert in initialen klinischen Studien der Phase I/II getestet. Weitere
mögliche Kandidaten viraler Vektorsysteme stellen rekombinante Rhinoviren, Polioviren, SFV
(Semliki Forest Virus), Adenoviren und VEE-Viren (Venezuelan equine encephalitis virus) dar, über
deren Sicherheit und Wirksamkeit in höheren Tiermodellen allerdings noch keine detaillierten
Daten vorliegen (Evans et al., 1989; Alexander et al., 1994; Natuk et al., 1994 und 1995; Morrow
wt al., 1994; Brand et al., 1998; Berglund et al., 1997; Smith et al., 1998; Caley et al., 1997und
1999). Attenuierte Stämme von Listeria monocytogenes (Frankel et al.,1995, Friedman et al.,
2000; Rayevskaya et al., 2001) und Salmonella sp. (Berggren et al., 1995, Hone et al., 1994 und
1996), sowie Bacillé Calmette Guérin (BCG) (Berthet 1998, Falk et al., 2000) sind Beispiele
bakterieller Vektorsysteme, die bereits in verschiedensten klinischen Studien erfolgreich getestet
wurden. Jeder diese Impfstoffe kann allerdings nur einmal appliziert werden, da aufgrund der
induzierten Immunantwort gegen den Vektor selbst wiederholte Auffrischimpfungen wirkungslos
bleiben.
Die Mehrzahl moderner Vakzine-Konzepte beruht auf der Synthese von für Antigene
kodierenden Genen zur Entwicklung von DNA-Vakzine Kandidaten und rekombinanten viralen
bzw. bakteriellen Vektoren. Initiiert wurde diese Entwicklung vor allen von den ersten
Beobachtungen in den 90iger Jahren, daß durch Applikation nackter Plasmid-DNA, welche für
z.B. virale Antigene kodiert, effiziente Immunantworten induziert werden können.
A.5 DNA-Immunisierung: Mechanismen der Immuninduktion,
Wirksamkeit und Risiken
Entwicklung eines neuartigen auf DNA basierenden Impfstoffes
Bereits im Jahre 1962 beobachtete man, daß die Bildung eines Tumors in neugeborenen
Hamstern durch subkutane Applikation gereinigter Polyomavirus-DNA und die dadurch
induzierten Polyoma-spezifischen Antikörper verhindert werden kann (Atanasiu et al., 1962). Erst
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viele Jahre später wurde die Technologie der DNA-Injektion, d.h. die Verabreichung nackter für
spezifische Proteine und Antigene kodierender Expressionsplasmide, sowohl als neuartige
Immunisierungsstrategie als auch für gentherapeutische Zwecke wieder aufgegriffen (Wolff et al.,
1990 und 1991). So konnte initial gezeigt werden, daß eine intramuskuläre Immunisierung von
Mäusen mit Plasmid-DNA, welche für das Influenza Nukleoprotein NP kodiert, eine
Immunantwort induzieren und die Tiere vor einer tödlichen Dosis infektiöser Viren schützen kann
(Tang et al., 1992; Ulmer et al., 1993; Fynan et al., 1993). Neben der Induktion Antigen-
spezifischer Antikörper, die in vielen Fällen noch etwa 12 Monate nach der Immunisierung
nachweisbar waren, konnten des weiteren -im Gegensatz zur herkömmlichen Spaltvakzine-
Antigen-spezifische CD8+ zytotoxische T-Lymphozyten und CD4+ T-Helferzellen stimuliert und
somit insbesondere die zellulären Immunabwehrreaktionen effizient induziert werden (zur
Übersicht: Ulmer et al. 1996; Donnelly et al., 1997, McDonnell und Askari, 1996; Robinson,
1997; Liu und Ulmer 2000; Gurunathan et al., 2000).
In den vergangenen Jahren wurde wiederholt die Wirksamkeit der DNA-Vakzine im
Tiermodell demonstriert. So wurden effiziente DNA-Vakzine Kandidaten gegen eine Vielzahl von
unterschiedlichen viralen und bakteriellen Krankheitserregern, wie z.B. dem Influenza Virus,
Tollwutvirus , HBV (Hepatitis B Virus), HCV (Hepatitis C Virus), Dengue Virus, hCMV (humanes
Cytomegalie Virus), HSV-1 und HSV-2 (Herpes simplex Virus), Masernvirus, Rotavirus, Hantavirus,
Mycobacterium tuberculosis, Plasmodium sp. oder Leishmania sp. entwickelt und deren
Immunogenität analysiert (zur Übersicht: Schultz et al. 2000). Daneben wurden in den
vergangenen 10 Jahren auch verschiedenste HIV/AIDS-spezifische DNA-Vakzine Kandidaten
entwickelt und in unterschiedlichen Tiermodellen getestet (Robinson, et al. 1997; Wang et al.
1995; Okuda et al., 1995; Fuller et al., 1997; Shiver et al., 1997; zur Übersicht: Schultz, 1998;
Barouch und Letvin, 2000). Dabei konnten sowohl neutralisierende Antikörper, als auch effiziente
TH-proliferative und ZTL-vermittelte Immunantworten gegen eine Vielzahl von HIV bzw. SIV
Antigenen induziert werden. Obwohl immunisierte Schimpansen (Boyer et al., 1997) und
Makaken (Lu et al., 1996; Letvin et al., 1997; Barouch et al. 2000) vor einer Infektion mit nicht-
pathogenem Impfvirus geschützt waren, war die induzierte Immunanwort in vielen Fällen
dennoch nicht ausreichend, um die Tiere gegen eine Infektion mit pathogenen Virenstämmen,
wie z.B. SIVmac251 (Lu et al., 1996) und SHIV89.6P (Robinson et al., 1995), zu schützen. Zum
gegenwärtigen Zeitpunkt werden verschiedenste HIV-spezifische DNA-Vakzine Kandidaten in
Primatenstudien, als auch in den laufenden humanen, klinischen Studien der Phase I/II
(MacGregor et al., 1998, Boyer et al., 2000), erfolgreich in Kombination mit Spaltvakzinen
(rgp120), Pseudovirionen oder rekombinantenvirale Vektoren, wie z.B. ALVAV und MVA (Hirsch
et al., 1996; Letvin et al., 1997; Kent et al., 1998; Wagner et al., 1998; Heeney et al., 1999,
Amara et al. 2001) auf ihre Immunogenität hin untersucht und deren Sicherheit überprüft.
Immunisierungsroute und Verabreichungsform der DNA-Vakzine
Die Verabreichung der Plasmid-DNA in wäßriger Salzlösung kann subkutan (s.k.), mukosal,
intravenös (i.v.), oder, wie am häufigsten angewandt, intramuskulär (i.m.) erfolgen. Bei der
intramuskulären Immunisierung werden nur etwa 5% der Myofibrillen tatsächlich transfiziert. Die
injizierte DNA liegt meist episomal vor und kann über einen Zeitraum von etwa 1-2 Monaten im
Skelettmuskel (Davis et al., 1993), aber auch in einer Vielzahl von anderen Organen, wie z.B. der
Lunge oder Leber und somatischen Zellen, wie z.B. Hautzellen und Endothelzellen der glatten
Gefäßmuskulatur nachgewiesen werden (Wolff et al., 1992; Nabel et al., 1992; Winegar et al.,
1996; Raz et al., 1994; Tadokoro et al., 2001). Trotz der geringen Transfektionseffizienz in vivo
und der Tatsache, daß die Muskelzelle an sich aufgrund der geringen Konzentration von MHC-
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Klasse I Molekülen auf der Oberfläche und dem Fehlen ko-stimulatorischer Membranproteine
(B7-1 (CD80) und B7-2 (CD86)) per definitionem keine professionelle Antigen-präsentierende
Zelle (APC; antigen presenting cells) ist, werden durch die intramuskuläre Applikation der DNA-
Vakzine effiziente Immunantworten induziert. Zur gezielten Transfektion professioneller Antigen-
präsentierender Zellen, wie z.B. die Langerhans Zellen der Haut, mit dem Ziel die induzierten
Immunantworten zu erhöhen, kann die DNA an inerte Gold-Partikel gekoppelt und mit Hilfe
einer Helium-Druck-Pistole („gene gun“; Gene Gun Immunisierung) in die Dermis appliziert
werden (Eisenbraun et al., 1993; Pertmer et al., 1995; zur Übersicht: Haynes et al., 1996).
Obwohl hierbei nur vergleichsweise um den Faktor 1000 geringere Mengen an Plasmid DNA
benötigt werden, erzielte man im Vergleich zur Immunisierung von nackter DNA in höheren
Tiermodellen nur geringe Erfolge. Diese Ergebnisse machen deutlich, daß die in vivo
Transfektionseffizienz nicht unbedingt mit der Effizienz der Induktion von Immunantworten
korrelieren muß. Des weiteren konnte gezeigt werden, daß sowohl die Immunisierungsroute als
auch die Verabreichungsform die Art der Immunantwort nachhaltig beeinflußt (Feltquate et al.,
1997; Torres et al., 1997; Dupuis et a., 2000). So induziert die Immunisierung von „nackter“
DNA in gepufferter Salzlösung im Mausmodell unabhängig davon, ob sie i.d oder i.m. verabreicht
wurde, eine TH1 vermittelte Immunantworten, die durch IFN-γ produzierende CD4+ T-
Helferzellen und der Produktion von Antikörpern des Isotyps IgG2a gekennzeichnet sind und die
Induktion zellulärer Abwehrreaktionen stimulieren. Die Verabreichung der DNA mit der gene gun
generiert dagegen grundsätzlich eine TH2-vermittelte Immunantwort. Diese wiederum ist durch
eine verstärkte humorale Immunantwort, die sich in der Bildung IL-4 und IL-5 sezernierender
CD4+ T-Zellen und Produktion von Antikörpern des Isotyps IgG1 äußert, gekennzeichnet
(Pertmer et al., 1996; Raz et al., 1994).
DNA-Immunisierung: Mechanismen der Induktion einer Immunanwort
Der Induktion einer Antigen-spezifischen Immunanwort geht im wesentlichen eine
Stimulation naiver T-Lymphozyten in den sekundären lymphatischen Organen, wie z.B. den
lokalen Lymphknoten, voraus. Sowohl naive CD4+ T-Helferzellen, wie auch CD8+ zytotoxische T-
Lymphozyten sind von der Präsentation der Antigene auf den Molekülen der MHC-Klasse I
(CD8+) bzw. MHC-Klasse II (CD4+), sowie zusätzlicher ko-stimulatorischer Faktoren, wie z.B.
löslichen Zytokinen (IFN-γ, IL-12, TNF-α, etc.) und weiteren zellulären Interaktionen, abhängig.
Die Aktivierung naiver CD8+ zytotoxischer T-Lymphozyten benötigt zudem die Hilfe Antigen-
spezifischer CD4+ T-Zellen (zur Übersicht: York und Rock 1996, Watts, 1997).
Da -wie bereits erwähnt- somatische Zellen eine im Vergleich zu Immunzellen geringe
MHC-Klasse I Expression und keine ko-stimulatorischen Faktoren exprimieren bzw. sezernieren,
kann die Expression einer in vivo transfizierten somatischen Zellen nicht allein für die Induktion
einer effizienten humoralen und zellulären Immunanwort verantwortlich sein. Der genaue,
detaillierte Mechanismus der Induktion einer initialen Immunantwort nach Verabreichung von
Antigen-kodierender Plasmid-DNA ist bislang im Detail unbekannt. Diskutiert werden unter
anderem eine Antigen-Präsentation (a) der in vivo transfizierten Gewebszellen, wie z.B.
Muskelzellen (Torres et al., 1997; Ulmer et al., 1997) oder (b) der direkt in vivo transfizierten
professionellen APZs, wie z.B. dendritischer Zellen (DC, „dendritc cells“) und
Monozyten/Makrophagen des umliegenden Gewebes („direct priming“) (Ulmer et al., 1996;
Chattergoon 1998, Porgador et al., 1998; Akbari et al., 1999) aber auch (c) ein „Cross-priming“
(Fu et al., 1997; Ulmer und Otten, 2000; Cho et al., 2001), wobei das aus transfizierten
somatischen Zellen z.B. durch Sekretion bzw. spontane Zellyse freigesetzte, lösliche Antigen oder
aber apoptische Vesikel (Davis et al., 1997; Albert et al., 1998; Akbari et al., 1999; Chattergoon
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et al., 2000) exogen von professionellen APZ aufgenommen und somit eine Immunantwort
induziert wird.
A B
Abbildung A-6 Induktion zellulärer Immunantworten: Schematische Übersicht über die MHC-Klasse I und MHC-Klasse II
Präsentation exogener und endogener Antigene. (A) Endogene Antigene werden proteasomal degradiert und die Peptide
über einen Membran-assoziierten Transporter (TAP; „transporter associated with antigen processing“) in das Lumen des
endoplasmatischen Retikulums (ER) transloziert. Die Peptide (aa. 9-10) werden anschließend von MHC-Klasse I Molekülen
gebunden und als trimerer Komplex (MHC-I/β-Mikroglobulin/Peptid) an die Oberfläche transportiert. Die Erkennung des
Komplexes durch CD8+ T-Zellen erfolgt über das CD8 Molekül, dem T-Zell spezifischen Rezeptor (TCR) sowie weitere ko-
stimulatorische Zell-Zell Kontakte, wodurch die Proliferation der CD8-positiven Lymphozyten stimuliert wird. (B) Exogene
Proteine werden durch Endozytose oder Phagozytose aufgenommen und lysosomal degradiert. Anschließend komplexieren
die Peptide in den Endolysosomen mit MHC-Klasse II Molekülen und werden an die zelluläre Oberfläche transportiert. Die
Erkennung des Komplexes durch CD4+ T-Zellen erfolgt über das CD4 Molekül, dem T-Zell spezifischen Rezeptor (TCR)
sowie weitere ko-stimulatorische Zell-Zell Kontakte, wodurch die Proliferation von TH-Lymphozyten stimuliert wird.
(modifiziert nach MacDonnell et al., 1996).
Eine Schlüsselposition bei der Induktion der initialen Immunantwort nehmen mit Sicherheit
die professionellen APZs (pAPZ) ein, welche in einer Vielzahl von Organen und Geweben, wie
z.B. der Haut (epidermale Langerhans Zellen (LC, „Langerhans cells“)) und dem Intestinum
(intestinale DCs), lokalisiert sind und den Ort der Antigenexpression mit dem der lymphatischen
Organe miteinander verbinden (Pavli et al., 1996; Doe et al., 1996; Corr et al., 1996; Iwasaki et
al., 1999 und 2000, Abkabari et al., 1999; zur Übersicht: Takashima et al., 1999,). Nach
Aufnahme von Antigen differenzieren diese und „wandern“ in die umliegenden sekundären,
lymphatischen Organe. Dort findet schließlich die Antigen-spezifische Stimulation naiver T-
Lymphozyten statt, die wiederum in die primären Lymphorgane, wie z.B. der Milz einwandern
und die Bildung langlebiger Gedächtniszellen (MC, „memory cells“) induzieren können.
Ausschließlich APZs sind in der Lage Antigene sowohl MHC-Klasse I als auch MHC-Klasse II
restringiert zu präsentieren (Staerz et al., 1987; Harding et al., 1994) und somit beide Arme des
Immunsystems initial und trotz geringer Konzentration an Antigen effizient zu induzieren und
über einen langen Zeitraum aufrecht zu erhalten. So sind direkt transfizierte DCs in der Lage die
jeweiligen Antigene sowohl auf dem MHC-Klasse I als auch MHC-Klasse II Weg zu präsentieren
(Porgador et al., 1998; Casares et al. 1997; Condon C. et al., 1996; Chattergoon et al., 1998). Die
Aufnahme sekretorischer oder durch spontane Zellyse von anderen, direkt transfizierten Zellen
freigesetzter löslicher Antigene führt zur klassischen MHC-Klasse II Präsentation exogener Antigen
durch die APZs (zur Übersicht: Watts, 1997). Ferner sind DCs unter bestimmten
Voraussetzungen, wie z.B. der Anwesenheit pro-inflammatorischer Zytokine, in der Lage exogene
Antigene bzw. apoptotische Vesikel (Albert et al., 1998, Rovere, et al. 1998 und 1999) oder
komplexe und partikuläre Proteinantigene, wie z.B. HBsAg (Wild et al., 1999) auch MHC-Klasse I
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restringiert zu präsentieren und mit Hilfe aktivierter CD4 T-Zellen naive CD8+ zytotoxische T-
Zellen zu stimulieren (Bennett et al., 1997; Reimann und Schirmbeck 1999). Demgegenüber ist
die Rolle der in vivo transfizierten Muskelzellen umstritten. Durch Transplantation von
transfiziertem Muskelgewebe konnte gezeigt werden, daß die Antigen Expression von somatischen
Zellen, wie z.B. Muskelzellen für eine T-Zell Aktivierung ausreichend sein kann (Torres et al.,
1997; Ulmer et al., 1996), aber diese in vielen Fällen zur Induktion einer zelluären Immunantwort
nicht essentiell ist (Ulmer et al., 1996; Condon et al., 1996). Die Beobachtung allerdings, daß bei
wiederholter i.m. DNA-Injektion auch zelluläre, zytotoxische Immunreaktionen gegen Antigen
exprimierende Muskelzellen detektiert werden konnten, zeigt dennoch, daß diese in der Lage
sind Antigen zu exprimieren und MHC-Klasse I restringiert auf der Oberfläche zu präsentieren.
Vermutlich ist es gerade das Zusammenspiel unterschiedlicher Mechanismen und/oder
verschiedener zellulärer Effektoren, die zur hohen Immunogenität der DNA-Vakzine in vivo
beiträgt. Doch gerade im Hinblick auf die Verbesserung der DNA-Vakzine als zukünftigen
Impfstoff, sowie zur gezielten Induktion der Immunanwort ist die Kenntnis der zugrunde
liegenden Mechanismen im Detail essentiell.
Abbildung A-7 Modell der Antigenpräsentation und Induktion primärer Immunantworten nach Vakzinierung nackter
Plasmid DNA (DNA-Vakzine). (1) Die direkte Transfektion professionellen Antigen-präsentierende Zellen (pAPZ) nach
DNA-Immunisierung, induziert dessen Differenzierung und Migration in das umliegende lymphatische Gewebe, wobei das
endogen exprimierte und proteasomal prozessierte Antigen sowohl MHC-Klasse I wie auch MHC-Klasse II restringiert
präsentiert werden kann („direct priming“). (2) Direkt transfizierte somatische Zellen (z.B. Muskelzellen) präsentieren
endogene Antigene MHC-Klasse I restringiert, doch das Fehlen ko-stimulatorischer Signale ist vermutlich nicht ausreichend
um die Proliferation CD8+ zytotoxische T Zellen (ZTLs) zu stimulieren und eine zelluläre Immunantwort zu induzieren. (3)
Einige exprimierte Antigene werden von somatischen Zellen sezerniert (z.B. Sekretproteine) oder passiv durch spontane
Zellyse freigesetzt (z.B. zytotoxische Genprodukte). Diese löslichen, exogenen Antigene werden von APZs aufgenommen,
lysosomal degradiert und i.d.R.. MHC-Klasse II restringiert CD4+ TH-Zellen präsentiert. (4) Von somatischen Zellen
freigesetzte, partikuläre Antigene ( z.B. HIV-1 Pr55gag-VLPs), Lipid-assoziierte Antigen aber auch lösliche Antigene unter
gewissen Voraussetzungen, wie z.B. bei starken, durch Ausschüttung pro-inflammatorischer Zytokine (z.B. IFN-γ)
gekennzeichneten Entzündungsprozesse n, können von APZs aufgenommen und auch MHC-Klasse I restringiert präsentiert
werden, um so die CD8+ zytotoxischen T-Zellantwort zu stimulieren. (5) Einige intrazelluläre Antigene induzieren die
Apoptose von somatischen Zellen. Die Aufnahme dieser apoptotischen, das Antigen beinhaltender Vesikel, durch die APZs
führt ebenfalls zur MHC-Klasse I restringierten Präsentation der Antigene. Die in 3-4 beschriebenen Mechanismen werden
„Cross-Priming“ genannt.
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Vorteile und Risiken der DNA Immunisierung
Neben der hohen Immunogenität der DNA-Vakzine sind die wirtschaftlichen und
produktionstechnischen Vorteile der DNA-Vakzine gegenüber herkömmlichen Impfstoffen, wie
z.B. der Spaltvakzine offensichtlich. So ist diese in großen Mengen kontaminationsfrei
produzierbar und aufgrund der hohen Stabilität sowie Temperaturbeständigkeit über einen
längeren Zeitraum stabil lagerbar. Bevor allerdings eine potentielle DNA-Vakzine für klinische
Studien der Phase II und III zugelassen werden kann, müssen nicht nur toxikologische
Eignungstests durchgeführt, sondern auch die Sicherheit der Vakzine Kandidaten gerade bei
neuartigen Impfstoffen genauestens überprüft werden (Smith, 1994; zur Übersicht: Robertson,
1994; Klinman et al., 1997). Da bislang sowohl Unklarheiten über den eigentlichen Ort, als auch
die Dauer der Expression der jeweiligen Antigene in höheren Primaten bestehen, befürchtet man
nicht zu Unrecht die Induktion einer Immuntoleranz gegen das Fremdantigen aufgrund einer
geringen, jedoch langanhaltenden Expression in z.B. generativen Zellen (Mor et al., 1996). Auch
die Induktion von Autoimmunreaktionen durch die Bildung von anti-DNA Antikörper scheint
zunächst berechtigt (Moens et al., 1995; Gilkeson et al., 1995; Krieg, 1995; Mor et al., 1997).
Diese könnten durch immunstimulatorische Effekte bakterieller DNA aufgrund nicht-methylierter
CpG-Motive auf humane, immunregulatorische Zellen begünstigt werden (zur Übersicht: Pisetsky,
1996; Krieg et al., 1995; Klinman et al., 1996). Ein seit Beginn der Technologie der DNA-Vakzine
stark umstrittenes Risiko ist die Integration der Plasmid DNA in das menschliche Genom der
Zielzelle. Dieser Insertions-Prozeß könnte aufgrund einer möglichen Aktivierung eines Onkogens
bzw. Deaktivierung eines Tumorsuppressorgens zum Verlust der kontrollierten Zellteilung und
somit zu einer Tumorerkrankung führen (Doerfler et al., 1995; Krishnan et al., 1995; Remus et al.
1999; Kurth et al., 1995; Nichols et al., 1995 und 1996). Obwohl die Wahrscheinlichkeit für
einer dieser Erkrankungen gering ist, wird bei der Entwicklung neuartiger DNA-Impfstoffe darauf
Wert gelegt, diese Risiken bereits im Vorfeld zu minimieren oder gegebenenfalls gänzlich
auszuschließen.
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A.6 Zielsetzung der Arbeit
Die DNA-Immunisierung stellt eine neuartige Impfstrategie dar, welche in der Lage ist,
sowohl eine effiziente humorale als auch zelluläre Immunantwort gegen das entsprechende
Genprodukt zu induzieren. Aufgrund der bereits erzielten Erfolge in prä-klinischen Studien wird
weltweit an der Optimierung der DNA-Vakzine als potentiellen Impfstoff gearbeitet, um diese
insbesondere als Komponente eines umfassenden HIV/AIDS-Vakzine Konzepts zu integrieren.
Dazu zählt die Optimierung der Genexpression, Immunogenität, der Verabreichungsform und
nicht zuletzt der Sicherheit der DNA-Vakzine. Daneben gilt es für jedes individuelle HI-virale
Antigen die beste Form der DNA-Vakzine zu synthetisieren, um so einen umfassenden und
langanhaltenden Schutz in vivo zu generieren. Voraussetzung dafür sind allerdings umfassende
Kenntnisse über den Erreger selbst, die jeweiligen immunologischen Korrelate des Schutzes sowie
die prinzipielle Wirkungsweise der DNA-Vakzine. Unter diesen Aspekten sollten im Rahmen der
vorgelegten Dissertation potentielle DNA-Vakzine Kandidaten gegen (i) das HI-virale
Strukturprotein Gag und (ii) das Regulatorprotein Tat entwickelt und deren Immunogenität im
Balb/c-Mausmodell evaluiert werden.
Hierzu sollte zunächst die Zellspezifität der Genexpression verschiedener Gag-spezifischer
DNA-Vakzine Vektoren, sowie die Eigenschaften der exprimierten Proteine vergleichend
untersucht werden, um auf diese Weise einen geeigneten DNA-Vakzine Kandidaten zu ermitteln.
Die Immunogenität dieser DNA-Vakzine sollte des weiteren detailliert in einer Balb/c-
Immunisierungsstudie charakterisiert werden. Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit war die
Entwicklung und Untersuchung unterschiedlicher Strategien zur Modulation der in vivo
induzierten Gag-spezifischen Immunantwort, um auf diese Weise durch eine gezielte
Immuninduktion die Effektivität und die Sicherheit der DNA-Vakzine Vektoren zu verbessern.
Diesbezüglich sollte z.B. der Einfluß der Lokalisation sowie der Stabilität des Antigens auf die
jeweilig induzierten Immunantworten untersucht und die Effizienz monovalenter Minigen-
Immunisierungen sowie myogener DNA-Vakzine Vektoren evaluiert und diskutiert werden. In
einem weiteren Projekt sollten unterschiedliche Tat-spezifische DNA-Vakzine Kandidaten in
heterologen Zellkultursystemen hinsichtlich der Expression und der molekularbiologischen
Eigenschaften ihrer Genprodukte analysiert werden. Die Immunogenität dieser Impfstoffe sollte
anschließend vergleichend in einer Balb/c-Immunisierungsstudie charakterisiert werden.
Die dabei entwickelten Strategien zur Optimierung der Immunogenität und der Sicherheit Gag-
spezifischer bzw. Tat-spezifischer DNA-Vakzine Kandidaten sollten die Grundlage bilden, um
erweiterte und an SIV bzw. an ein C-Typ Primärisolat (Su et al. 2000) adaptierte HIV/AIDS-
Impfstoffe zur Durchführung prä-klinischer und humaner Phase I/II Studien zu generieren.
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B Material und Methoden
B.1 Reagenzien
Alle Chemikalien wurden -wenn nicht anders angegeben- von SIGMA (Deisenhofen), FLUKA Chemie
(Buchs, CH) oder Merck (Darmstadt) bezogen. Ansonsten werden die Herstellerfirmen der verwendeten
Reagenzien, Enzyme und Chemikalien an entsprechender Stelle genannt. Ein Großteil der HIV-spezifischen
rekombinanten Proteine, Antikörper sowie z.T. auch Plasmide wurden von einer zentralisierten
Vergabestelle HIV/AIDS-spezifischer Reagenzien in Großbritannien, der NIBCS Centralisied Facility for AIDS
Reagents (NIBCS-CFAR) und dem UK Medical Research Council (MRC), bezogen. Alle in dieser Arbeit
verwendeten HIV-spezifischen Gen,- und Aminosäuresequenzen entstammen dem Klon BH10 des
französischen HIV-1 Subtyp B Isolates LAI/IIIB (accsession number: M15654; Ratner et al., 1985). Als
Matrize der Klonierungen diente hierbei das Provirusplasmid pHX10, welches die provirale Sequenz von
BH10 mit den flankierenden LTR-Regionen des Isolate HXB2 enthält (Ratner et al., 1987).
B.2 Gentechnische Arbeitsmethoden
Für Klonierungen und zur Amplifikation von Plasmid-DNA wurde ausschließlich der dam/dcm-
positive Escherichia coli K12-Stamm DH5α (Hanahan und Meselson, 1983) verwendet. Die Anzucht
positiver Transformanden erfolgte unter Ampicillin-Selektion (100µg/ml) auf LB-Agarplatten oder in LB (Luria
Bertani) -und TB (Terrific Broth)-Flüssigmedien. Zur Charakterisierung hergestellter Subklone wurde die
Plasmid-DNA mittels alkalischer Lyse isoliert (nach Birnoim und Doly, 1979). Größere Mengen
eukaryontischer Expressionsplasmide für Transfektionanalysen wurden über Nucleobond-Tip AX500-Säulen
nach Angaben des Herstellers gereinigt (Macherey & Nagel, Düren). Die Reinheit (A260/A280) und
Konzentration der gereinigten DNA wurde durch Messung des Adsorptionsspektrums (A230-A300) ermittelt
und nach dem Lambert-Beerschen Gesetz (1 OD258 = 47,5µg dsDNA/ml) berechnet. Für analytische und
präparative Zwecke wurden je 1µg Plasmid-DNA endonukleolytisch mit Hilfe von 10U
Restriktionsendonukleasen (Roche, Mannheim; New England BioLabs, Schwalbach-Taunus) nach Angaben
des Herstellers verdaut. Die Auftrennung der DNA Fragmente durch Agarosegelelektrophorese (50ng/ml
Ethidiumbromid) erfolgte in 1xTAE-Puffer (40mM Tris/HCl, pH 8.0; 20mM NaAc, 2mM EDTA). Die
Isolierung definierter DNA-Fragmente aus dem Agarosegel wurde nach Angaben des Herstellers mit Hilfe
des „QIAquick Gel Extraction“-Kits, die Aufreinigung von DNA nach Restriktionen und PCR-Amplifikaiton
mit Hilfe des „QIAquick Purification“-Kit (Qiagen, Düren) durchgeführt. Zur kovalenten Verknüpfung von
Vektor- und Insert DNA wurden diese in variablen Verhältnissen (1:2-1:10)  nach Angaben des Herstellers
mit je 10U T4-Ligase verknüpft (New England BioLabs, Schwalbach Taunus). Die Transformation von 1µg
Plasmid-DNA bzw. 10µl des Ligationsansatzes in transformationskompetenten Bakterienzellen, hergestellt
nach der RbCl-Methode, erfolgte durch die „Hitze-Schock“ Methode bei 42°C. Die Amplifikation
definierter DNA-Fragmente und die Herstellung synthetischer Gensequenzen wurde unter Verwendung der
Pfu-Polymerase bzw. der Taq/Pfu-Precision mit allgemeinen PCR-Techniken (Graf M. et al., 2000) sowie
nach Angaben des Herstellers (Stratagene, Heidelberg) durchgeführt. Beide Enzyme besitzen eine 3‘-5‘
Exonuklease Aktivität („proof-reading“), wodurch eine fehlerfreie Amplifikation gewährleistet wird. Die
Einführung von Sequenzveränderungen in doppelsträngige Plasmid DNA (Mutation) wurde unter
Verwendung des „QuickChange Site-Directed Mutagenesis“-Kits nach Angaben des Herstellers durchgeführt
(Stratagene; Heidelberg). Die Sequenzen der für die PCR verwendeten Oligonukleotide sind an den
entsprechenden Stellen verzeichnet. Die Subklonierung von blund-end PCR-Fragmenten in den bakteriellen
Expressionsvektor pcR-ScriptTM erfolgte nach Angaben des Herstellers (Stratagene, Heidelberg). Zur
Selektion positiver Rekombinanten wurden die transformierten Bakterien auf LBamp-Agarplatten,
supplementiert mit 1mM IPTG (Roth, Karlsruhe) und 40µg/ml Bluo-Gal (Biomol, Hamburg), kultiviert. Alle
Klonierungen und eingeführten Mutationen wurden durch Sequenzanalysen nach der Methode von Sanger
(Sanger et al., 1977) unter Verwendung eines automatischen Sequenziergerätes der Firma Applied
Biosystems (Weiterstadt) verifiziert und überprüft. Zur Sequenzierung wurden die Vektor-spezifischen
Oligonukleotide T7/f (5‘-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG-3‘), T3/f (5‘-AAT TAA CCC TCA CTA AAG GG-3‘) und
Sp6/r (5‘-ATT TAG GTG ACA CTA TAG-3‘), CMV/f (5‘-GAG GTC TAT ATA AGC AGA GC-3‘) und pcDNA3/f (5‘-
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GCA TTT ATC AGG GTT ATT GTC TC-3‘) sowie die Gag-spezifischen Oligonukleotide sgag1/f (5‘-GAC CAA CAC
CGC CAC CAT CAT GAT GC-3‘), sgag2/f (5‘-GGA GCT GTA CCC CCT GAC CAG CCT GAG G-3‘) und sgag3/f (5‘-
GGA GCC ACC CCC CAG GAC CTG AAC ACC-3‘) verwendet. Alle in dieser Arbeit verwendeten
Oligonukleotide wurden von der Firma Metabion, München synthetisiert.
B.3 Allgemeine Zellkulturtechniken, Transfektion und Analyse der
Genexpression in eukaryontischen Zellen
B.3.1 Allgemeine Zellkulturtechniken und Zellinien
Die Kultivierung immortalisierter, adhärenter, eukaryontischer Zellen erfolgte in „Dulbecco’s
Modified Eagle Medium“ (DMEM) mit 2mM L-Glutamin, D-Glukuose (4,5mg/ml), 1mM Natriumpyruvat,
angereichert mit 10% Hitze-inaktiviertem (56°C, 30min) fötalem Rinderserum (FKS, „fötal calf serum“),
Penicillin (100U/ml) und Streptomycin (100µg/ml). Das Medium zur Kultivierung der CD4-positiven HeLa-
LTR-βGal Indikatorzellinie MAGI wurde zur Selektion zusätzlich mit G418 (0,2mg/ml) und Hygromycin B
(0,1mg/ml) versetzt. Die Kultivierung der stabilen, Rev exprimierenden Zellinien erfolgte in Vollmedium,
welches mit G418 (0,2mg/ml) versetzt wurde. Die murinen Suspensionzellinien A-20 und P815 wurden in
RPMI 1640-Medium mit 2mM L-Glutamin, D-Glukuose (4,5mg/ml), Natriumbikarbonat (1,5mg/ml),
supplimentiert mit 10mM HEPES; 1mM Natriumpyruvat, 10% inaktiviertem FKS, Penicillin (100U/ml) und
Streptomycin (100µg/ml) kultiviert. Die Zellen wurden in 20ml Medium in 75cm2-Zellkulturflaschen (BD,
Heidelberg) bei 37°C und einer Atmosphäre von 5% CO2 im Brutschrank kultiviert und, wie in
nachstehender Tabelle angegeben, nach Erreichen der Konfluenz subkultiviert. Sämtliche Zellkulturmedien
und Antibiotika, wurden von Life Technologies (Karlsruhe) bezogen. Alle für die Zellkultur verwendeten
Chemikalien waren speziell für Zellkulturen getestet und wurden von Life Techniologies (Karlsruhe), BD
(Heidelberg) oder SIGMA (Deisenhofen) bezogen.
Bezeichnung Herkunft Beschreibung
H1299 1:10 human p53-negative Lungenkarzinomzellen (Mitsudomi et al., 1992)
293T 1:5 human Ad5/SV40 (T) transformierte Nierenepithelzellen (T.Dobner, IMMH Rgbg.)
MAGI 1:7 human CD4+/LTR-β-Gal HeLa, HPV-18 transformierte Cervixkarzinomzellen (Kimpton und
Emermann, 1992)
COS-7 1:7 Affe SV40 transformierte Nierenfibroblasten (ATCC: CRL-1651)
Balb/c 3T3 1:5 murin embryonale Fibroblastenzellen (T.Dobner, IMMH Rgbg.)
C2C12 1:10 murin undifferenzierte Myoblasten (ATCC: CRL-1772)
mKSA 1:5 murin SV40-transformierte Fibroblasten (Walser et al. 1989)
CHO 1:8 Hamster „Chinese Hamster“ Ovarienzellen (ATCC: CCL-61)
BHK-21 1:10 Hamster „Syrian gold“ Nierenfibroblasten (ATCC: CCL-10)
A-20 1:10 murin Lymphoblasten, Haplotyp: H-2d (ATCC: TIB-208)
P815 1:20 murin Mastocytomazellen Haplotyp: H-2d (ATCC: TIB-64)
B.3.2 Transiente Transfektion eukaryontischer Zellen
Die transiente Expression viraler Proteine in eukaryontischen Zellen wurde i.d.R. durch Transfektion
diverser eukaryontischer Expressionsplasmide auf der Basis von pcDNA3.1-Vektoren (Invitrogen,
Groningen, NL) erzielt. Die Expression der in den Polylinker von pcDNA3.1 (5.4kb) inserierten Fremdgene
steht hierbei unter der Kontrolle des konstitutiven hCMV-immediate early Promotors (hCMV, „human
cytomegalie virus“). Die Polyadenylierung der Transkripte wird durch eine BGHpolyA-Signalsequenz (BGH,
„bovine growth hormone“) initiiert. Zusätzlich trägt dieser Vektor ein Neomyzin-Resistenzgen (NeoR),
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welches von einem SV40-Promotor und einem SV40 Polyadenylierungssignal (SV-40, Simian virus) flankiert
ist. Nach Möglichkeit besitzen alle inserierten Gene in der Umgebung des Translationsinitiationskodons
AUG eine die Translationsinitiation fördernde Kozak-Konsensus Sequenz -GCC GCC ACC AUG XXX-
(Kozak et al., 1987).
B.3.2.1 CaHPO4--Transfektionen adhärenter, eukaryontischer Zellen
Zur transienten Expression viraler Proteine in adhärenten, eukaryontischen Zellen wurden diese in
Petrischalen (∅ 10cm) ausgesät (1-3x106 Zellen/15ml Medium), 24h kultiviert und nach erneutem
Medienwechsel mittels der Calciumphosphat-Präzipitation Technik (Graham und van der Erb, 1973; Jordan
et al., 1996) mit dem jeweiligem eukaryontischem Expressionsplasmid transfiziert. Hierzu wurden je 45µg
DNA mit 90µl 2,5M CaCl2 in einem Volumen von 900µl H20bid. vereint und das Gemisch tropfenweise,
unter leichtem Schütteln zu 900µl 2xHeBs (16,4g NaCl, 11,9g HEPES, 0,21g Na2HPO4 in 1 Liter H2Obid.,
pH 7.05) pipettiert. Nach einer Inkubation von 5-10min (RT) wurde der Transfektionsansatz (1,8ml)
gleichmäßig auf die Zellen gegeben. In Abhängigkeit der Zellinie wurde der Zellrasen 8-16h nach
Transfektion mehrmals mit PBSsteril (10mM Na2HP04, 1,8mM KH2PO4, 137mM NaCl, 2,7mM KCl)
gewaschen und anschließend die Zellen für weitere 12-36h in 10ml Medium kultiviert. Die Zellen wurden
i.d.R. 36h, die Kulturüberstände 48h nach Transfektion geerntet. Für Transfektionen, die in 6-well
Zellkulturschalen (∅ 3cm; 3-5x105 Zellen/2-3ml Medium) durchgeführt wurden, wurde lediglich 1/3 des
Volumens des beschriebenen Transfektionsansatzes verwendet.
B.3.2.2 Lipofektion von eukaryontischen Zellen
Zur Lipofektion von adhärenten Zellen in Petrischalen mittels der „DOTAP liposomalen
Transfektionsreagenz“ (Roche, Mannheim) wurden je 7,5µg Gesamt-DNA mit 20mM Hepes (pH 7.4) auf
ein Endvolumen von 75µl gebracht und zu 140µl einer DOTAP/Hepes Lösung (45µl DOTAP) nach Angaben
des Herstellers gegeben, gemischt und 15min bei RT inkubiert. Anschließend wurde die
Transfektionsmischung gleichmäßig auf die Zellen (5ml Medium) gegeben. Nach einer Inkubation von 6-
12h wurde das Medium durch frisches Kulturmedium ersetzt und die Zellen für weiter 12-36h kultiviert
(vgl. B.3.2.1.).
B.3.3 Analyse der transienten Proteinexpression
B.3.3.1 Gewinnung von Zellysaten
Zur Analyse der transienten Genexpression wurden die transfizierten Zellen zu den angegebenen
Zeitpunkten, nach mehrmaligem Waschen des Zellrasens mit PBS, in 0,5-1ml PBS abgeschabt, und das
Zellpellet nach Zentrifugation (300xg; 5min; 4°C) in 100µl (6-well) bzw. 300µl (Petrischale) „triple-
detergent“ Lysepuffer (50mM Tris-HCl pH8.0; 150mM NaCl; 0,1% SDS (w/v); 1% Nonidet-40 (w/v); 0,5%
Na-Deoxycholat (w/v)), der zuvor mit einem Proteaseinhibitor-Cocktail, CompleteTM (Roche, Mannheim)
versetzt wurde, resuspendiert. Nach einer Inkubation von 30min (4°C) und anschließender Zentrifugation
wurde das Zellysat in ein neues 1,5ml ERG überführt (Lagerung: -20°C).
B.3.3.2 Bestimmung der Gesamtproteinmenge
Die Bestimmung der Gesamtproteinmenge (µg/µl) in den aufbereiteten Zellysaten erfolgte nach der
Methode von Bradford (Bradford et al.,1976) und wurde unter Verwendung der „Bio-Rad Protein Assay“
Reagenz (Bio-Rad, München) nach Angaben des Hersteller durchgeführt. Die Proteinmenge wurde
näherungsweise anhand einer BSA-Eichgeraden bestimmt.
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B.3.3.3 Anreicherung Virus-ähnlicher Partikel (VLPs)
B.3.3.3.1 Aufreinigung von Virus-ähnlichen Partikeln
Zum Nachweis von Pr55gag,- bzw. Pr160gagpol-Lipoproteinpartikeln (VLPs) im Zellkulturüberstand
transfizierter Zellen, wurde der Überstand (10ml) durch Zentrifugation von Zellen und Zelltrümmern
gereinigt und anschließend durch ein Kissen von 2ml 30% (w/v)-Saccharoselösung in PBS, 21/2h bei 16°C
und 28.000rpm (120.000xg) in der Ultrazentrifuge zentrifugiert. Das Pellet wurde in 50µl PBS
aufgenommen und über Nacht (4°C) gelöst. Die aufgereinigten VLPs wurde entweder quantitativ im ELISA,
oder qualitativ durch Western Blot Analyse analysiert.
B.3.3.3.2 Gleichgewichtszentrifugation: Bestimmung der Dichte von VLPs
Zur physikalischen Charakterisierung der Pr55gag-Lipoproteinpartikel wurden diese zunächst aus je
10ml Kulturüberstand mittels Ultrazentrifugation durch ein 30%-iges Saccharosekissen aufkonzentriert und
in 100µl PBS aufgenommen (vgl. B.3.3.3.1). Anschließend wurden die ÜN gelösten VLPs auf einen
kontinuierlichen Saccharosegradienten (2ml einer 10, 20, 30, 40 und 50% (w/v) in PBS) aufgetragen und
24h, bei 16°C und 28.000rpm (120.000xg) in das Gleichgewicht zentrifugiert. Auf diese Weise bandieren
die Partikel in Abhängigkeit ihrer Dichte exakt in ihrer Schwebedichte. Anschließend wurden je 500µl
Fraktionen von oben abgenommen und die Dichte (ρ [g/cm3]) der Saccharoselösung in den Fraktionen über
den Brechungsindex mit dem Refraktometer bestimmt. Zudem wurden die Proteine mit NaDoc gefällt (vgl.
B.3.3.3.3) und im Western Blot analysiert.
B.3.3.3.3 NaDoc-Fällung von Proteinen
Je 500µl der Fraktion wurde mit 475µl H2Obid. und 25µl Natrium-Deoxycholat (2%) versetzt und die
Proteine nach einer Inkubation von 10min (4°C) nach Zugabe von 30µl TCA (40%) und einer weiteren 5-
minütigem Inkubation (4°C) durch Zentrifugation (14.000rpm, 10min) gefällt. Nach zweimaligem Waschen
des Pellets mit PBS wurden die gefällten Proteine zur Analyse im Western Blot in 50µl 1x SDS-Probenpuffer
resuspendiert und bei 100°C, 5min aufgekocht.
B.3.3.4 Analyse transienter Proteinexpression: SDS-PAGE und Western Blot
Analyse
Zur Analyse der Expression viraler Proteine wurden die Zellysate bzw. die aufgereinigten
Partikelpräparationen mit 5x SDS Probenpuffer (312,5mM Tris-Cl, 6.8; 5% SDS, 25% β-Mercaptoethanol,
2,5mM EDTA, 25% Glyzerin, 0,0125% Bromphenolblau) versetzt und 5min bei 95°C erhitzt. I.d.R. wurden
gleiche Gesamtproteinmengen (z.B. 100µg) der zu untersuchenden Zellysate bzw. ½Vol. der
Partikelpräparation entsprechend ihrem Molekulgewichts über ein SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt
(Lämmli et al., 1970). Die Prozentigkeit des Gels (7,5%-17%) richtete sich nach der zu erwartenden Größe
des zu untersuchenden Proteins und ist an entsprechender Stelle angegeben. Die aufgetrennten Proteine
wurden anschließend unter Verwendung einer „SemyDry-Blotting“-Apparatur nach Angaben des Herstellers
(Bio-Rad, München) aus dem Gel auf eine Nitrocellulose-Membran (Porengröße: 0,45µm bzw. 0,2µm)
(Schleicher & Schuell, Dassel) in Transfer-Puffer (25mM Tris, 150mM Gylcin, 10% MeOH, 0,1% SDS)
überführt (Towbin et al., 1979). Alternativ wurden hochmolekulare Proteine (> 120kDa) unter Verwendung
einer Elektro-Tank-Blot Apparatur 2-3h auf die Membran transferiert. Zur Kontrolle der Effizienz des
Transfers bzw. zum Anzeichnen des Molekulargewichtsstandards (Bio-Rad, München) wurden die Proteine
reversibel mit Ponςeau S (0,5g P Ponςeau S, 25ml Eisessig auf 500ml H2Obid.) angefärbt. Die Absättigung
unspezifischer Bindungen erfolgte 1h (RT) in Blockierungspuffer (5% Magermilchpulver in TBS (20mM Tris-
HCl, pH 7.5, 500mM NaCl)). Anschließend wurden die jeweiligen transient exprimierten Proteine
spezifisch mit Hilfe unterschiedlich, in TBS,- bzw. TTBS-Puffer (TBS/0,05% Tween-20) verdünnten,
spezifischen Primär-Antikörpern bzw. HRP (Horseradish peroxidase) oder AP (Alkaline phosphatase)
konjugierten sekundären Antikörpern (vgl. Tab. B-1) nach herkömmlichen Methoden detektiert und
analysiert (Sambrood et al., 1989). Die Antigen-Antikörper-Komplexe auf den Membranen wurden
entweder über AP-Färbung (Roche, Mannheim) in AP-Färbepuffer (100mM Tris-Hcl, pH 9.5, 50mM MgCl2,
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100mM NaCl), HRP-Färbung (25ml Färbereagenz (50mM Tris-HCl, pH 7.5, 0.5% Ni2Cl), 15ml H2O2,
Spatelspitze DAB) oder über eine HRP-Enzym/Substrat vermittelte Lichtreaktion unter Verwendung des
„ECL+-Western Blotting Detection System“ (Amersham, Braunschweig) autoradiographisch (KODAK
BIOMAX-MR) entsprechend den Herstellerangaben detektiert. Die gescannten Membranen wurden mit
Hilfe der „Adobe Photoshop“ Software (Adobe Systems Inc., San Jose, USA) bearbeitet.
Die unspezifische Färbung aufgetrennter Proteine direkt im Polyacrylamidgel erfolgte mittels der
Coomassie Färbe-Methode. Dazu wurde das Gel mind. 5h in Coomassie-Blue Färbelösung (0,025%
Coomassie R-250, 40% MeOH) inkubiert und anschließend mit einer 50% MeOH-Lösung entfärbt. Zur
Konservierung wurden die Polyacrylamidgele mit Hilfe des „Dry Easy Systems“ (Invitrogen, Groningen, NL)
nach Angaben des Herstellers 24-36h getrocknet.
Antikörper Verdünnung Beschreibung
PRIMÄRE ANTIKÖRPER
13/5 Wolf et al., 1990 1:500 murin, monoklonal p24/55IIIB (aa. 147-154)
16/4/2 Wolf et al., 1990 1:2000 murin, monoklonal p24/55IIIB (aa. 307-336)
3-H-7 Niedrig et al., 1989 1:500 murin, monoklonal p17IIIB (aa. 113-122)
α-p17 NIH/MRC: ARP431 1:500 Kaninchen, polyklonal p17IIIB Serum
NEA-9305 Du Pont, Dreieich 1:100 murin, monoklonal gp120IIIB (aa. 308-322)
9G2G4D6E8 Intracel, London U.K. 1:1000 murin, monoklonal RevIIIB (aa. 70-84)
α-Tat B. Ensoli, Rom, Italien 1:1000 Kaninchen, polyklonal TatIIIB
ID9D5 NIH/MRC: EVA3021 1:1000 murin, monoklonal TatIIIB (aa. 1-20)
NT3 2D1 1 NIH/MRC: ARP352 1:1000 murin, monoklonal TatIIIB (aa. 72-81)
JLT-12 SIGMA, München 1:200 murin, monoklonal TroponinT
α-SC35 SIGMA, München 1:2000 murin, monoklonal SC-35 (Spleißfaktor)
anti-β-Aktin SIGMA, München 1:5000 murin, monoklonal β-Aktin
FK2 BioTrend, Köln 1:1000 murin, monoklonal Ubiquitin
α-gp64 Hohmann et al., 1983 1:4000 murin, monoklonal gp64 (Baculovirus)
α-GFP Clontech, Heidelberg 1:500 Kaninchen, polyklonal α-GFP
SEKUNDÄRE ANTIKÖRPER
α-Maus-AP Bio-Rad, München 1:2000
α-Maus-HRP DAKO, Hamburg 1:2000
α-human-AP DAKO, Hamburg 1:2000
α-rabbit-AP DAKO, Hamburg 1:2000
α-rabbit-HRP Pierce, Bonn 1:2000
Tabelle B-1. Auflistung der für die Western Blot Analysen verwendeten primären und sekundären Antikörper
B.3.3.5 Quantifizierung der Pr55gag Konzentration im ELISA
Zur Quantifizierung der Pr55gag Konzentration in Zellysaten und Zellkulturüberständen wurden 96-
well MaxiSorb-Mikrotiterplatten (Nunc, Wiesbaden) mit je 100µl einer 1:300 Verdünnung des p24-
spezifischen Antikörpers M01 in 0.1M Karbonatpuffer (pH 9.5) über Nacht (4°C) beschichtet. Anschließend
wurden die Zellysate sowie der Pr55gag-Standard seriell (50-0 ng/ml) in Verdünnungspuffer (PBS/1% BSA)
verdünnt und je 100µl der Verdünnungen, nach mehrmaligem Waschen (3x) der Mikrotiterplatte mit
Waschpuffer (PBS/0,05% Tween-20), zugegeben und 1h (37°C) inkubiert. Nach wiederholtem Waschen
(6x) wurden je 50µl einer 1:5000 Verdünnung des zweiten, biotinylierten p24-spezifischen Antikörpers
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37G12 in Verdünnungspuffer zugegeben und eine weitere Stunde (RT) inkubiert. An weitere Waschschritte
(10x) anschließend wurden 100µl einer 1:10000 Verdünnung des Streptavidin-HRP Konjugats (Roche,
Mannheim) zugefügt. Nach einer Inkubation von 30min (RT) wurde die Mikrotiterplatte abermals
gewaschen (10x). Die Antikörper-Antigen Komplexe wurden unter Verwendung von je 100µl TMB-
Substratlösung nach Angaben des Herstellers (BD, Heidelberg) detektiert. Die Adsorption wurde im
Photometer bei einer Wellenlänge von 450nm bestimmt. Mit Hilfe der Pr55gag-Eichgeraden wurden
anschließend die Mengen Pr55gag pro µg Gesamtproteinmenge bestimmt. Die für diesen ELISA verwendeten
p24-spezifischen Antikörper M01 und 37G12 (biotinyliert) wurden von PolyImmun (Wien, Österreich)
bezogen.
B.3.3.6 Immunpräzipitation transient exprimierter Proteine
Zur Anreicherung transient exprimierter, löslicher Proteine aus Zellysaten und Überständen, wurden
zunächst die jeweiligen Verdünnungen (1:100-1:500) der primären Antikörper in 1ml eines Dreifach-
Detergenz Lysepuffers (50mM Tris-HCl pH8.0; 150mM NaCl; 0,1% SDS (w/v); 1% Nonidet-40 (w/v); 0,5%
Na-Deoxycholat (w/v)), der zuvor mit einem Proteaseinhibitor-Cocktail, CompleteTM (Roche, Mannheim)
versetzt wurde, an je 30mg ProteinA-Agarose (SIGMA, München) 3h (4°C) im Überkopfschüttler gekoppelt.
Anschließend wurden die Komplexe 3x mit Lysepuffer gewaschen (9000rpm, 5min, 4°C). Pro Probe
aufgereinigter Zellysate bzw. Zellkulturüberstand wurden je 100µl (=3mg ProteinsA-Antikörper Komplex)
zugegeben und ÜN (4°C) im Überkopfschüttler inkubiert. Die Immunkomplexe wurden daraufhin mind. 6x
mit Lysepuffer gewaschen und anschließend in 50µl 1x SDS-Probenpuffer (62.5mM Tris-HCl, pH 6.8, 1%
SDS, 5% β-Mercaptoethanol, 5% Glyzerin, 0.5mM EDTA, 0.005% Bromphenolblau) aufgenommen und 5-
10min bei 100°C aufgekocht. Je 25-50µl der Probe wurde anschließend im SDS-PAGE elektrophoretisch
aufgetrennt und mittels Western Blot Analyse analysiert.
B.3.3.7 „Luziferase Reporter Assay“: Quantifizierung der Luziferase Aktivität
in den Zellysaten
Für den „Framshift“-Assay, sowie zur Analyse der Effizienz unterschiedlicher Promotor/Enhancer
Elemente und zur Kontrolle der Transfektionseffizienz wurden die Zellen mit den an den jeweiligen Stellen
angegebenen Luziferase-Reporter Konstrukten (pGL2) in 6-well Kulturschalen transfiziert und 36h nach der
Transfektion in 100µl 1x CCLR nach Angaben des Herstellers lysiert (Promega, Mannheim). Die Luziferase
Aktivität (RLU; „relative light units“) wurde über eine Zeitspanne von 10sek. aus 20µl der entsprechend
verdünnten Zellysaten (1:10-1:10000) nach Zugabe von je 100µl Substrat nach Anweisung der
Herstellerfirma im Luminometer gemessen und mit der Gesamtproteinmenge der einzelnen Proben
verrechnet (RLU/µg Gesamtprotein).
B.3.3.8 „CAT Reporter Assay“: Quantifizierung der Chloramphenicol
Acetyltransferase (CAT) Konzentration in den Zellysaten
Zur Bestimmung der Aktivität des viralen, regulatorischen Proteins Tat wurden humane H1299
Zellen mit je 7.5µg der entsprechenden Tat-Expressionsplasmiden und je 7.5µg des Reporterkonstrukts
pLTR/CAT (Baldari und Telford et al., 1992) in 6-well Kulturschalen ko-transfiziert. Zu den angegebenen
Zeitpunkten wurden die Zellen geerntet, lysiert und die Konzentration von CAT im ELISA (unverdünnt-
1:1000) nach den Angaben des Herstellers (Roche, Mannheim) ermittelt und mit der Gesamtproteinmenge
der jeweiligen Probe verrechnet (CAT/µg Gesamtprotein).
B.3.3.9 Indirekter Nachweis der Tat Expression mit Hilfe der Indikatorzellinie
Hela-LTR-βGal („MAGI-Assay“)
Für die Analyse der Aktivität des regulatorischen Proteins Tat wurde die CD4-positive
Indikatorzellinie Hela-LTR-βGal mit 45µg der entsprechenden Tat-Expressionsplasmide transfiziert. Nach
36h wurden die Zellen mit PBS gewaschen und für 5min (RT) fixiert (1% Formaldehyd, 0,2%
Glutaralaldehyd). Die Blaufärbung der Zellkerne, als Indikator der Tat Aktivität (MAGI, „ multi-nuclear
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activation of β-galactosidase induction“), wurde nach einer Inkubation von 3h in einer β-Galaktosidase
Substratlösung (4mM Ferricyanid, 4mM Ferrocyanid; 2mM MgCl2, 10% Dimethylsulfoxid, 0,4mg/ml 5-
Brom-4-Chlor-3-Indol-β-D-Galactopyranosid (X-Gal) in PBS) durch mehrmaliges Waschen mit PBS
abgestoppt, und anschließend unter Verwendung eines Durchlichtmikroskops (Leika, DMR) aufgenommen.
LTR
β-Galaktosidase
HeLa
CD4
Nukleus
+ X-GalLTR
β-Galaktosidase
DNA
Tat
A B C
Abbildung B-1 Schematische Darstellung des MAGI-Assays (A) Die CD4-positive HeLa Zellinie trägt eine ebenfalls  in das
Genom der Zelle integrierte Kopie des β-Galaktosidase Gens unter der Kontrolle des HI-viralen LTR-Promotors, der
zunächst inaktiv ist. (B) Nach Transfektion der Zellen mit einem, für das virale Regulatorprotein Tat kodierendem
Expressionplasmids, wird der LTR-Promotor aktiviert und die β-Galaktosidase exprimiert. (C) Die β-Galaktosidase trägt
zudem eine artifizielle Kernlokalisierungssequenz (NLS), so daß nach Zugabe einer Substratlösung die Tat-exprimierenden
Zellen an einer intensiven Blaufärbung der Zellkerne zu erkennen sind.
B.3.3.10 Immunfluoreszenzmikroskopie
Für die Immunfluoreszenzmikroskopie wurden die Zellen direkt auf sterile Deckgläschen in 6-well
Zellkulturschalen ausgesät und entsprechend transfiziert. Für die Immunfluoreszenz wurde nach 24-36h
Stunden der Zellrasen mehrmals mit PBS gewaschen, und die Zellen anschließend auf dem Deckgläschen
mit je 500µl einer 2% Paraformaldeyd (PFA)/PBS -Lösung fixiert (10min, RT) bzw. die Zellen nachfolgend
mit 0,5% TritonX-100/PBS permeabilisiert (15min, RT). Nach einer terminalen Fixierung mit 4% PFA/PBS
(10min,RT) und 2-maligem Waschen mit PBS wurden die jeweiligen Proteine spezifisch mit Hilfe geeigneter
Primärantikörper (vgl Tab. B-2), welche in Verdünnungspuffer (PBS/1% BSA/1% TritonX-100) verdünnt
wurden, detektiert (1h, 37°C).
Antikörper Verdünnung Beschreibung
PRIMÄRE ANTIKÖRPER
13/5 Wolf et al., 1990 unverdünnt murin, monoklonal p24/55IIIB
16/4/2 Wolf et al., 1990 1:1000 murin, monoklonal p24/55IIIB
ID9D5 MRC: EVA3021 1:500 murin, monoklonal TatIIIB (aa. 1-20)
NT3 2D1 1 MRC: ARP352 1:500 murin, monoklonal TatIIIB (aa. 72-81)
JLT-12 SIGMA, Deisenhofen 1:100 murin, monoklonal TroponinT
H-70 Santa Cruz, Heidelberg. 1:200 Kaninchen, polyklonal Calnexin
SEKUNDÄRE ANTIKÖRPER
α-Maus-FITC Dianova, Hamburg 1:200 FITC-konjugiert (Exc490/Em525)
α-rabbit-Cy3 SIGMA, Deisenhofen 1:200 Cy3-konjugiert (Exc575/Em605)
Tabelle B-2 Auflistung der für die Immunfluoreszenzmikroskopie verwendeten primären und mit Fluoreszenzfarbstoff konjugierten
sekundären Antikörper.
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Die Antigen-Antikörper-Komplexe wurden anschließend mit Hilfe von an Fluoreszenzfarbstoffe
gekoppelten Sekundärantikörpern (vgl Tab. B-2) in Verdünnungspuffer angefärbt. Durch die Zugabe von
DAPI (1:1000, Exc359/Em461) (Roche, Mannheim) wurden zusätzlich die Zellkerne unspezifisch gefärbt. Nach
einer Inkubation von 1h (37°C, lichtgeschützt) wurden die Deckgläschen mit PBS gewaschen und mit dem
Zellrasen nach unten luftblasenfrei mit 20-50µl Eindeckelmedium (24% (w/v) Glyzerin, 9,6% (w/v)
Polyvinylalkohol, 2,5% (w/v) DABCO, 50mM Tris-HCl, pH 8.0) auf Objekträger aufgelegt und getrocknet
(4°C, lichtgeschützt). Die Fluoreszenzmikroskopie wurde unter Verwendung der für den jeweiligen
Fluoreszenzfarbstoff entsprechender Anregungs,- und Sperrfilter an einem LEICA-DMR Mikroskop
durchgeführt (Vergrößerung: 40x–100x) und mit Hilfe der Meta-View-Software bearbeitet.
Zum Nachweis des autofluoreszierenden (Exc471/Em503) 28 KDa Proteins GFP („green fluorescence
proteine“) bzw. der GFP-Fusionsproteine (z.B. Rev-GFP) wurden die Zellen wie beschrieben transfiziert, mit
PFA fixiert und permeabilisert. Anschließend wurden zur Anfärbung der Zellkerne ein 30min
Inkubationsschritt (37°C) in PBS/1%BSA/DAPI (1:1000) durchgeführt und die Objekträger wie beschrieben
für die Fluoreszenzmikroskopie präpariert.
B.3.3.11 Analyse der Proteinexpression durch in vivo Markierung mit
radioaktivem [35S]-Methionin
Zur ko-translationalen, radioaktiven Markierung exprimierter Proteine mit [35S]-Methionin, wurden
die Zellen zunächst in 6-well Zellkulturschalen ausgesät und transfiziert. Nach 24h wurden die Zellen 2x
mit PBS gewaschen und der Anteil intrazellulären Methionins durch eine Kultivierung (1h) der Zellen in
DMEM-„high glucose“-Medium, supplimentiert mit 10% Hitze-inaktiviertem, dialysiertem FCS, L-Glutamin
(580mg/l), Penicillin (100U/ml) und Streptomycin (100µg/ml) depletiert. Anschließend wurden die Proteine
durch die Zugabe von je 50µCi/ml mit „Rediviue“-[35S]-Methionin (Amersham, Braunschweig) 4h (37°C/5%
CO2) radioaktiv markiert. In einigen Versuchsansätzen wurde die Proteinsekretion durch die zusätzliche
Zugabe von 10µg/ml Brefeldin A (SIGMA, Deisenhofen) inhibiert. Anschließend wurden die zu
analysierenden Proteine spezifisch aus dem Überstand (500µl) bzw. den aufgearbeiteten Zellysaten
immunpräzipitiert und gelelektrophoretisch aufgetrennt. Das Polyacrylamidgel wurde daraufhin 10min in
Fixierungslösung (50% MeOH/10% HAc) inkubiert und unter Vakuum (2h, 70°C) auf Whatmann-3MM
Papier getrocknet. Die Proteine wurden anschließend autoradiographisch detektiert (KODAK BIOMAX-MS,
1-3 Tage).
B.3.3.12 „Pulse-Chase“ Markierung: Bestimmung der Halbwertszeit (HWZ)
exprimierter Proteine in vivo
Zur Bestimmung der Halbwertszeit (HWZ) von Pr55gag bzw. p24 in vivo wurden die Zellen zunächst -
wie beschrieben- in Petrischalen transfiziert. Nach einer Inkubation von ca. 36h wurde der Zellrasen
mehrmals gewaschen und die Zellen zur Depletion des intrazellulären Gehalts an Methionin mit je 5ml
„Short-Term-Labeling“ Medium (DMEM-„high glucose“-Medium ohne Methionin, supplimentiert mit 2mM
L-Glutamin, 10% dialysiertem FCS und Penicillin (100U/ml) und Streptomycin (100µg/ml)) 45min kultiviert.
Anschließend wurde das Medium gegen 1ml mit 100µCi-radioaktivem [35S]-Methionin (Amersham,
Braunschweig) versetztem „Short-Term-Labeling“-Medium ausgetauscht und für weitere 15min bei 37°C
inkubiert („Pulse“). Anschließend wurde der Zellrasen mehrmals mit PBS gewaschen und die Zellen nach
Zugabe von 100µg/ml des Proteinbiosynthese-Inhibitors Cycloheximid (Calbiochem, Schwalbach) in 10ml
DMEM-Kulturmedium bei 37°C und 5% CO2 im Brutschrank kultiviert („Chase“). Zu den angegebenen
Zeitpunkten wurden die Zellysate (1ml) präpariert und die bis zu diesem Zeitpunkt intrazellulär
vorhandenen Proteine immunpräzipitiert und elektrophoretisch im SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt.
Anschließend wurde das Gel 10min in Fixierungslösung (50% MeOH/10% HAc) inkubiert, unter Vakuum
getrocknet (2h, 70°C) und die radioaktiven Proteine durch Auflegen eines X-OMAT Films bzw. BIOMAX-MS
Films (Kodak) für 24-72h autoradiographisch detektiert. Die Abnahme der Bandenstärke über die Zeit
wurde mit Hilfe der „Molecular Analyst“ Software (Bio-Rad, München) ausgewertet.
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B.3.4 Analyse des RNA-Exports: Isolierung und Nachweis
spezifischer RNA-Transkripte (Northern Blot)
B.3.4.1 Allgemeine Arbeitstechniken
Zur Vermeidung von Kontaminationen mit RNasen wurden beim Arbeiten mit RNA ausschließlich
sterile, gestopfte Pipettenspitzen sowie sterile Plastikpipetten verwendet. Alle Apparaturen und Gefäße
wurden zuvor mit 0.2M NaOH gründlich gereinigt. Alle Lösungen wurden mit DEPC-behandeltem H2Obid.
hergestellt und durch Filtration oder Autoklavierung sterilisiert. Dazu wurden 1ml/l DEPC (SIGMA,
Deisenhofen) zugegeben, mind. 12h inkubiert und anschließend zur Inaktivierung der kanzerogenen
Chemikalie autoklaviert. Die meisten Arbeitsschritte, insbesondere die Gelelektrophorese, wurde aus
Sicherheitsgründen unter der Abzugshaube durchgeführt.
B.3.4.2 Zellfraktionierung und Aufreinigung der RNA
Zur Isolierung und Analyse spezifischer mRNAs wurden die Zellen zunächst in Petrischalen ausgesät
und transfiziert. Nach 36h wurden der Zellrase 2x mit PBS gewaschen, in 3ml Trypsin-EDTA (Life-
Technologie, Karlsruhe) abgelöst und nach Zugabe von 5ml FCS abzentrifugiert (300xg, 5min, 4°C). Das
Zellpellet wurde durch Zugabe von 175µl RLN-Lysepuffer (50mM Tris-HCl, pH 8.0; 140mM NaCl, 1,5mM
MgCl2, 0,5% NP-40) partiell lysiert und die lösliche, zytoplasmatische Fraktion wurde durch anschließende
Zentrifugation (300xg, 2min, 4°C)) von der unlöslichen, nukleären Fraktion abgetrennt. Die pelletierten
Zellkerne wurden nachfolgend durch Zugabe von 350µl RLT Puffer vollständig lysiert. Die Isolierung und
Aufreinigung der RNA aus der zytoplasmatischen (C) bzw. nukleoplasmatischen (N) Fraktion wurde unter
Verwendung des „RNeasy-Mini Kits“ (Quiagen, Hilden) nach Angaben des Herstellers durchgeführt. Die
präparierte RNA wurde anschließend in RNAse-freiem Wasser (30-50µl) aufgenommen, und bis zur
weiteren Verwendung bei –80°C aufbewahrt. Die Konzentration der RNA wurde durch Messung des
Adsorbtionsspektrums (230nm-300nm) nach dem Lambert-Beerschen Gesetz (RNA [µg/µl] = A260 x
Verdünnung x 40 x 10-3) ermittelt.
B.3.4.3 Herstellung und Aufreinigung radioaktiver RNA-Sonden
Radiaoaktive „antisense“ RNA-Sonden wurden mittels dem „T7- bzw. Sp6-Riboprobe in vitro
Transcription Systems“ (Promega, Mannheim) nach Angaben des Herstellers generiert, wobei durch eine in
vitro Transkription (1h, 37°C) statistisch [32P]-α-CTP (50µCi/Reaktion) (Amersham, Braunschweig) in die
RNA-Sonde eingebaut wurde. Als Transkritptionsmatrize wurden jeweils 500ng linearisierte,
gelelektrophoretisch aufgetrennte und gereinigte Plasmid-DNA eingesetzt (vgl Tab. B-3).
Sonde Plasmid Enzym ~ Länge [nt] Promotor
wt-Gag pc-wtgag Bgl II 270 Sp6-vermittelte Transkription
syn-Gag pc-syngag Bgl II 270 Sp6-vermittelte Transkription
RRE pcR-ERR Xho I 850 T7-vermittelte Transkription
wt-Tat pc-wttat Eag I 260 Sp6-vermittelte Transkription
syn-Tat pc-syntat EcoR I 260 Sp6-vermittelte Transkription
scra-Tat pc-scratat EcoR I 500 Sp6-vermittelte Transkription
Neomycin pcR-Neo‘ EcoR I 300 T7-vermittelte Transkription
β-Aktin pGEM3-Aktin Eco RI 1200 Sp6-vermittelte Transkription
Tabelle B-3 Auflistung der für die Herstellung der radioaktiver RNA-Sonden verwendeten DNA-Plasmide, der Restriktionsenzyme sowie des
jeweiligen, verwendeten Promotors für die in vitro Transkription. Ebenfalls angegeben ist die maximale Länge der jeweiligen synthetisierten,
radioaktiven RNA-Sonde.
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Die Reinigung der radioaktiv markierten RNA-Sonden erfolgte über Centrispin-20 Säulen (Princeton,
Seperations). Dazu wurden die Säulen für mind. 30min (RT) mit 650µl H2O inkubiert, überschüssige
Flüssigkeit abzentrifugiert (2700rpm, 2min) und die radioaktiv markierte RNA-Sonde nach Zugabe des in
vitro Transkriptionsansatzes durch Zentrifugation (2700rpm, 2min) in ein Auffanggefäß eluiert.
B.3.4.4 Analyse der RNA: Northern Blot
Gleiche Mengen der aus den Zellen isolierten und gereinigten RNA (5-20µg) wurden mit RNAse-
freiem Wasser auf ein Volumen von 20µl gebracht, mit 5x RNA-Probenauftragspuffer (4mM EDTA, 4x
MOPS-Laufpuffer, 0.9M Formaldehyd, 20% Glyzerin, 30% Formamid, 0.2% Bromphenolblau, 0.2%
Xylencyanol) versetzt, aufgekocht (55°C, 15min) und 3min auf Eis (4°C) inkubiert. Anschließend wurde die
RNA in einem 1-1.5%igem Formaldehydgel (1-1.5% Agarose, 1x MOPS-Laufpuffer, 6,5% Formaldehyd, pH
7.0) in 1x MOPS Laufpuffer (0.4M MOPS, 10mM EDTA, 0.1M NaAc, pH 7.0) elektrophoretisch aufgetrennt
(100V, 2-3h). Als Standard wurde ebenfalls 2µl eines 0.2-10kB RNA-Markers (SIGMA, Deisenhofen)
aufgetragen. Das Gel wurde darauffolgend 3x 15min mit DEPC-Wasser gewaschen und 45min mit 20x SSC-
Puffer (3M NaCl, 0.3M Na3-Citrat, pH 7.0) inkubiert. Die Übertragung der RNA auf eine positiv-geladene
Nylonmmembran (Biodyne Plus; Pall, Dreieich) erfolgte ÜN (16-20h) mittels Kapillarkraft („Northern Blot“).
Als Transferpuffer wurde 20X SSC-Puffer verwendet. Nach dem Transfer wurde die Membran 5min mit 5x
SSC-Puffer gewaschen, an der Luft getrocknet (10min) und die RNA durch UV-Behandlung (1200kj, 1min)
im Stratalinker (Stratagene, Heidelberg) auf der Membran fixiert („cross-linking“). Die ribosomale RNA
wurde anschließend unspezifisch und reversibel mit 0,03% Methylenblau/0,03% NaAc angefärbt und der
Kontrast mit H2Obid. verschärft. Anschließend wurde der RNA-Standard angezeichnet, sowie die Laufhöhe
der 5S (< 0.2 kb), 18S (1.9kb) und 28S rRNA (4.7-5.0 kb) markiert und die Membran für die interne
Kontrolle fotografiert. Zur Detektion spezifischer RNAs wurde die Membran zunächst 5min in 5x SSPE-
Puffer (20x SSPE: 3M NaCl, 0.2M NaH2PO4 x H2O, 20mM EDTA, pH 7.4) inkubiert und anschließend in
speziellen Hybridisierungsgefäßen (Biometra, Göttingen) in 10ml Hybridisierungspuffer (5x SSPE, 5x
Denhardts Reagenz (100x: 1% Ficoll-400, 1% Polyvinylpyrolidon, 1% BSA), 0.1% SDS, 50% Formamid,
0.4mg/ml tRNA (Roche, Mannheim)) für 2-3h bei 65°C im Überkopfschüttler prä-inkubiert. Nach Zugabe
von 0,2-0,5µl/ml der jeweiligen radioaktiv-markierten RNA Sonde (= ca. 1-5x106 cpm/ml) wurde die
Membran des weiteren ÜN (65°C) inkubiert. Die Membran wurde anschließend nach 2-3maligem
Waschen für je 30min bei 65°C mit einem „High Stringency“-Waschpuffer (0.1x SSC/0.1% SDS) und einem
finalem 10-minütigem Waschschritt mit H2O (RT) in Klarsichtfolie eingeschweißt und die spezifische RNA
nach einer Inkubation von mind. 24h (-80°C) autoradiographisch (KODAK Biomax MR, Amersham)
detektiert und/oder durch Exposition einer Phosphor-Imager Platte mit Hilfe der „Molecular Analyst“
Software (Bio-Rad, München) ausgewertet.
B.4 Herstellung stabiler Zellinien
Zur Herstellung stabiler, das Fusionsprotein Revgfp exprimierender Zellinien wurden die jeweiligen
Zellen in Petrischalen ausgesät und mit dem eukaryontischem Expressionsvektor pCsREVsg25GFP
(Neumann M., GSF, München), welcher zusätzlich ein Neomycin-Resistenzgen (NeoR) trägt, transfiziert.
Nach 24h wurden die Zellen 1:100-1:500 auf ca. fünf neue Petrischalen gesplittet und in
Selektionsmedium (DMEM -Vollmedium, supplimentiert mit 1mg/ml G418) 2-3 Wochen kultiviert. Dabei
wurde alle 3 Tage das Selektionsmedium erneuert. Nach Absterben der nicht transfizierten und Neomycin-
negativen Zellen innerhalb der ersten Woche, bilden sich im Verlauf der weiteren Kultivierung klonale,
positive Zellkolonien. Diese wurden in Abhängigkeit des Zellwachstums nach etwa 2-3 Wochen mit Hilfe
von „cloning cylinders“ (SIGMA, Deisenhofen) isoliert. Dazu wurden die Zellen mit PBS gewaschen, der
sterile Zylinder über die Kolonie gesetzt, die einzelne Zellkolonie durch Zugabe von je 50µl Trypsin/EDTA
abgelöst und in eine 6-well Zellkulturgefäß in 2ml Selektionsmedium überführt. Nach weiterer Expansion
der Zellen wurde die Expression des Fusionsproteins Revgfp mittels Fluoreszenzmikrokopie überprüft.
Positive Klone wurden erneut 1:500-1:1000 in Petrischalen ausgesät und einzelne Klone –wie bereits
beschrieben- mit dem Zylinder isoliert, expandiert und die Revgfp Expression analysiert. Zur weiteren
Aufreinigung stabiler Transfektanten wurden die einzelnen Zellpopulationen mit Hilfe des FACS-CellSorters
(BD, Heidelberg) vereinzelt. Dazu wurden die Zellen geerntet, 1x mit PBS/1%FCS und 1x mit PBS
gewaschen, die Zellkonzentration auf 5 x105 Z/ml eingestellt und Zellaggregate durch Filtration durch ein
70µm Nylonfilter (BD, Heidelberg) getrennt. Anschließend wurden die Zellen anhand ihrer Autofluoreszenz
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im CellSorter isoliert und je 1x103 Zellen in eine Vertiefung einer 96-well Zellkulturplatte, in der 100µl
Selektionsmedium vorgelegt worden war, automatisch pipettiert. Nach Expansion der Zellen wurde die
Expression mittels Fluoreszenzmikrokopie sowie die GFP Fluoreszenz durch FACS-Analyse analysiert.
B.5 Analyse der Proteinexpression durch gekoppelte in vitro
Transkription/Translation
Zur Analyse der von post-transkriptionellen Prozessen, wie z.B. dem RNA-Export, unabhängigen
Proteinexpression, wurde die Synthese des Proteins  durch eine gekoppelte T7-abhängige in vitro
Transkription und Translation unter Verwendung des „TNTR-Coupled-Reticulocyte Lysate“-Assays (Promega,
Mannheim) nach den Angaben des Herstellers überprüft. Hierfür wurden pro Ansatz 500ng des jeweiligen
Expressionskonstrukts in eine 25µl-Reaktion eingesetzt und 1h bei 30°C inkubiert. Durch den ko-
translationalen Einbau der radioaktiv markierten Aminosäure „Redivue“-[35S]-Methionin bzw. [35S]-Cystein
(Amersham, Braunschweig) konnte die Proteinbiosynthese, nach Auftrennung Proteine über ein SDS-
Polyacrylamidgel und anschließender Geltrocknung unter Vakuum (2h, 70°c) autoradiographisch (KODAK,
BIOMAX-MS, Amersham) nachgewiesen und analysiert werden.
B.6 Das Baculovirus Expression System: Aufreinigung Virus-
ähnlicher Gag Partikel (VLPs) und löslicher Gag Proteine
Baculoviren („baculiform“; engl. stabförmig) sind stäbchenförmige, von einer Hüllmembran
umgebene dsDNA Viren, die sich nur in wenigen, nah verwandten Insektenspezies vermehren können. Für
das rekombinante Expressionssystem werden hauptsächlich zwei Viren verwendet: AcMNPV (Autographia
california nuclear polyhedrosis virus) und BmNPV (Bombxy mori nuclear poyhedrosis). Zur Herstellung
rekombinanter Baculoviren, wird das entsprechende Gen in einen Transfervektor kloniert und zusammen
mit der linearisierten Virus-DNA in Insektenzellen ko-transfiziert. Durch homologe Rekombination
entstehen so rekombinante Baculoviren, die klonal expandiert und mittels PCR oder Western Blot analysiert
bzw. detektiert werden können. Die in dieser Arbeit verwendeten, rekombinanten Baculoviren (Wildtyp:
AcMNPV), exprimieren zusätzlich zu den viralen Proteinen, das HI-virale Strukturprotein Pr55gag (AcB1) bzw
ein Pr55gag Protein, welches C-terminal um die V3/IIIB-Sequenz des HI-viralen Hüllproteins gp120
verlängert ist (AcB4) (Wagner et al, 1994). Beide für Pr55gag bzw Pr55gagV3 kodierenden Gene sind an der
Position des viralen Polyhedrin-Gens unter Kontrolle des entsprechenden p10 Promotors in das Genom
inseriert, dessen Expression erst sehr spät während der viralen Replikation aktiviert wird. Nach Infektion von
Insektenzellen mit den rekombinanten Baculoviren wird das 55kDa-Protein exprimiert und in Form von
Virus-ähnlichen Partikel (VLPs) in den Überstand freigesetzt.
B.6.1 Allgemeine Zellkulturtechniken
B.6.1.1 Kultivierung von Insektenzellen
Die Kultivierung der semiadhärenten Insektenzellinie SF-9 (Spodoptera frugiperda, ATCC CRL 1711)
erfolgte sowohl in 75cm2-Zellkulturflaschen (BD, Heidelberg) als auch als Suspensionskultur in
Rührkulturflaschen („Spinnerkultur“, 50-60rpm) in TC-100 Medium mit D-Glukuose (4,5mg/ml), 1mM
Natriumpyruvat, welches mit 2mM L-Glutamin, , 10% inaktiviertem FCS, Kanamycin (50µg/ml) und 2%
Pluronsäure F-68 supplimentiert wurde. Die semiadhärenten HighFiveTM-Zellen H5 (Trichoplusia ni;
Invitrogen, Groningen, NL) wurden in 75cm2-Zellkulturflaschen mit serumfreiem „Express-Five-SFM“
Medium, welches mit 2mM L-Glutamin (Pan Systems, ), Kanamycin (50µg/ml) und 2% Pluronsäure F-68
supplimentiert wurde, kultiviert. Die Insektenzellen wurden generell bei 26°C ohne zusätzliche CO2-
Begasung im Brutschrank gezogen und nach Erreichen der Konfluenz 1:3-1:5 (Spinnerkultur: 2x105-1x106
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Z/ml) subkultiviert. Sämtliche Zellkulturprodukte wurden -wenn nicht anders vermerkt- von Life
Technologies (Karlsruhe) bezogen. Die SF-9 Zellen wurden hauptsächlich zur Amplifikation rekombinanter
Baculoviren, die H5 Zellen ausschließlich zur Produktion der in den Überstand freigesetzten Pr55gag-VLPs
verwendet.
B.6.1.2 Amplifikation rekombinanter Baculoviren
Zur Amplifikation der Viren wurden die SF-9 Insektenzellen in einer Spinnerkultur (5x105-3x106
Z/ml) expandiert, je 1-1.5 x 107 Zellen in 75cm2 Zellkulturflaschen ausgesät und, nach Absetzen der Zellen
den etwa 70% konfluenten Zellrasen mit je 500µl eines titrierten Virusstocks (~107 Viren/ml; 1 MOI
„multiplicity of infection“) in einem Gesamtvolumen von 3ml serumfreiem TC-100 Medium unter leichtem
Schwenken infiziert. Nach 30-45min wurden 20ml TC-100 Vollmedium zugegeben und die infizierten
Zellen weitere 6-7 Tage im Brutschrank (26°C) kultiviert. Anschließend wurden die Zellkulturüberstände
geerntet und durch 2-malige Zentrifugation (300xg, 10min; 1200xg 20min) von Zellen und Zelltrümmer
befreit. Die Titration des Virusstocks (pfu/ml) erfolgte nach der Methode von Volkman und Summers, 1975.
Die auf diese Weise in großen Mengen hergestellten Virusstocks wurden bei 4°C gelagert.
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Abbildung B-2 Ausknospung Pr55gag-Virus-ähnlicher Partikel aus mit rekombinanten Baculoviren infizierten SF-9
Insektenzellen. (1) Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme der zellulären Oberfläche Baculo-Virus produzierender SF-9
Zellen und den ausknospenden Pr55gag- Partikel (Notka F., Dissertation 1998; IMMH) (2) Elektronenmikrokopische
Aufnahme (D) eines knospenden Partikels bzw. bereits freigesetzter (A,C) komplett bzw. (B) partiell von Lipidmembran
umhüllten Virus-ähnlichen Partikeln (modifiziert nach Wagner et al.,1994).
B.6.2 Produktion und Aufreinigung rekombinanter Proteine
B.6.2.1 Produktion und Aufreinigung der Gag Partikel (VLPs)
Zur Produktion und Aufreinigung von Pr55gag VLPs wurden die serum-frei wachsenden High-FiveTM
Zellen in 75cm2-Kulturflaschen expandiert, ausgesät und der etwa 70% konfluente Zellrasen, nach Absetzen
der Zellen, mit rekombinanten Baculoviren -wie bereits beschrieben wurde- infiziert (vgl. B.6.1.2). Die
Zellkulturüberstände wurden allerdings bereits ca. 3-4 Tage nach Infektion geerntet und vereint. Je 30ml
der durch Zentrifugation vorgereinigten Überstände (vgl. B.6.1.2) wurden durch ein Kissen von 5ml
Saccharose in PBS (30% (w/v)) 21/2h bei 16°C und 28.000rpm (120.000xg) zentrifugiert und das Pellet in
200µl PBS über Nacht aufgenommen. Zur Charakterisierung wurde die Proteinkonzentration der Probe
bestimmt und die Aufreinigung nach gelelektrophoretischer Auftrennung der Proben (1-5µl) mittels
Coomassie Färbung (vgl. Abb B-3, A) bzw. mittels konventionellem Western Blot Verfahren analysiert. Für in
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vivo Anwendungen, sowie zur in vitro Restimulation von Milzzellpopulationen, wurden die VLPs durch UV-
Bestrahlung (1h) sterilisiert, aliquotiert und bis auf weiteres bei –80°C gelagert.
B.6.2.2 Aufreinigung löslicher Gag Proteine aus Pr55gag-VLPs mittels
präparativer Gelelektrophorese (PrepCell)
Die Aufreinigung des löslichen, HI-viralen 55kDa Gag Proteins aus den aufgereinigten Pr55gag-
Lipidpartikeln (VLPs) erfolgte mittels einer präparativen Gelelektrophorese unter Verwendung der PrepCell
Apparatur (Bio-Rad, München). Nach den Angaben des Herstellers wurden je 3mg der aufgereinigten
Partikel (vgl. B.6.2.1) mit 5x SDS-Probenpuffer versetzt, 10min bei 95°C aufgekocht, im Ultraschallbad
sonifiziert und je 3ml Volumen über ein zylindrisches SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt (Stromstärke:
40mA). Nach einem 2-stündigem Vorlauf mit 1x Auftragspuffer (ohne Probe) wurden die Probe aufgetragen,
und nach 21/2h etwa 4ml-Fraktionen des anschließenden Durchlaufs (10-12h) mit Hilfe eines
automatisierten Kollektors gesammelt. Jede zweite Fraktion wurde anschließend analysiert. Dazu wurden
die Proteine von je 250µl der entsprechenden Fraktion mittels der NaDoc/TCA-Methode gefällt (vgl.
B.3.3.3.3), gelelektrophoretisch aufgetrennt und durch Coomassie-Färbung des Polyacrylamidgels detektiert
(vgl. Abb. B-3, B). Die Fraktionen mit dem höchsten Gehalt an 55kDa Gag Protein wurden anschließend
vereinigt, nochmals gelelektrophoretisch aufgetrennt und durch Commassie Färbung des Polyacrylamidgels
sowie mittels Western Blot Analyse mit Hilfe p24-spezifischer Antikörper charakterisiert und nach
Bestimmung der Gesamtproteinmenge bis zur weiteren Verwendung in 500µl Aliquots bei –80°C
aufbewahrt.
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Abbildung B-3 Aufreinigung partikulärer, Virus-ähnlicher Gag Partikel sowie lösliches 55kDa Gag Protein mit Hilfe des
Baculovirus Expressionsystems. (A) Die Partikel wurden 72h nach Infektion HighFive-Zellen mit rekombinanten
Baculoviren aus dem Zellkulturüberstand mittels Ultrazentrifugation durch ein 30%-iges Saccharosekissen pelletiert und 1µl
(Spur 1), 2µl (Spur 2) und 5µl (Spur 3) in einem 12.5%-igem SDS-PAGE aufgetrennt (Comassie-Färbung). (B) Die
Proteinkomponenten von je 3mg der Partikel wurden durch eine präparative Gelelektrophorese (PrepCell, Bio-Rad)
voneinander getrennt, und in Fraktionen (#10-38) gesammelt. Die Proteine von je 250µl jeder zweiten Fraktion wurden
gefällt, über eine 12.5%-iges SDS-PAGE aufgetrennt und mit Commassie gefärbt. (C) Die Fraktionen #17-22 wurden
anschließend vereinigt und je 10µl (Spur 1), 5µl (Spur 2) und 2µl (Spur 3) elektrophoretisch (12.4% SDS-PAGE) aufgetrennt
und die Aufreinigung mittels Coomassie-Färbung (nicht gezeigt) bzw. im Western Blot mit Hilfe des p24-spzifische
Antikörper 16/4/2 detektiert und überprüft.
B.7 Immunisierung der Versuchstiere und allgemeine
immunologische Arbeitstechniken
B.7.1 Immunisierung der Versuchstiere
Für die in dieser Arbeit durchgeführten Immunisierungsstudien wurden ausschließlich weibliche
Mäuse der Albino-Inzuchtrasse Balb/cAnCrlBR (H-2d), die im Alter von 44-45 Tage von Charles River
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(Sulzfeld) bezogen wurden, verwendet. Die Tiere wurden unter keimfreien Bedingungen, in der
Tierzuchtanlage H4 des Universitätsklinikums Regensburg gehalten.
B.7.1.1 Präparation semi-steriler Endotoxin-freier Plasmid-DNA
Zur Vermeidung von Kontaminationen durch immunmodulatorische, bakterielle Lipopolysaccharide
(LPS), wurde die bakterielle Plasmid-DNA für die in vivo Studien im Mega,- bzw Giga-Maßstab unter
Verwendung des „Endotoxin-free DNA preparations“ -Kits nach Angaben des Herstellers präpariert
(Quiagen, Hilden) und in einer Konzentration von 1µg/µl in sterilem PBS (ohne Ca2+ und Mg2+ Ionen)
aufgenommen. Der Endotoxin-Gehalt wurde mit Hilfe des „Limulus Amebocyte“-Assays QCL-1000
(Biowhittaker, Walkersville, USA) bestimmt. Nach den allgemeinen Richtlinien wurden für die
Immunisierungstudien ausschließlich Plasmid-DNA verwendet, deren Endotoxin-Gehalt < 0,5 EU/ml (1,8
EU/ml = 1ng LPS) war.
B.7.1.2 Immunisierung der Balb/c-Mäuse
Die Versuchstiere wurden i.d.R. im Alter von 8 Wochen, eine Woche nach Anlieferung, immunisiert.
Zur intramuskulären Immunisierungen (i.m.) wurden die Tiere zunächst mittels dem Inhalationsnarkotikums
Metofane (Janssen GmbH, Neuss) betäubt und, nachdem die Einstichstelle rasiert wurde, je 50µl der
entsprechend konzentrierten Plasmid DNA in PBS langsam in beide Schienbeinmuskel (tibialis anterior)
injiziert. Partikuläre Lipoproteinpartikel (VLPs) wurden ebenso wie unter gegebenen Umständen auch
Plasmid-DNA subkutan (s.k.), durch Injektion der entsprechend, in 200µl PBS konzentrierten Lösung, am
Schwanzansatz der Tiere, appliziert. Bei einer intraperitonealen Immunisierung (i.p.) wurde die jeweils
angegebene Menge an Protein bzw. Peptid in einem Volumen von 300-500µl in den Bauchraum gespritzt.
Für intravenöse Applikationen (i.v.) wurden je 100-200µl Injektionslösung in die durch Erwärmung
(Rotlichtlampe, 10min) erweiterten Gefäße der lateralen Schwanzvene injiziert. Intradermale
Immunisierungen (i.d.) des hinteren Fußballens („footpad immunization“) wurden durch Injektion von je
50µl der Lösung zwischen Pulvini phalangici und Pulvini metatarsales an mit Metofan betäubten Tieren
durchgeführt. Für alle Injektionen wurden 27-GX3/4 (0.4x19mm) Kanülen und sterilen 1ml-Spritzen (BD,
Heidelberg ) verwendet. Nach der Grundimmunisierung wurden die Mäuse in der Regel nach 3 bzw. 6
Wochen erneut immunisiert (Auffrischimpfung; „Boost“-Immunisierung).
B.7.2 Analyse der humoralen Immunantwort
B.7.2.1 Gewinnung von Serum
Den immunisierten Tieren wurde in der Regel 7 Tage nach der Grundimmunisierung und 2 Wochen
nach der ersten bzw. eine Woche nach der zweiten Auffrischimpfung durch Anritzen der Schwanzvene mit
einem sterilem Skalpell Blut entnommen (100-500µl). Die Blutentnahme wurde dabei durch die
Erwärmung der Mäuse mittels einer Rotlichtlampe  (5-10min) erleichtert. Zur Serumgewinnung wurde das
Blut 1h bei 37°C bzw. 1h bei 4°C (Agglutination der Blutzellen) inkubiert und der Überstand nach
zweimaliger Zentrifugation (7000rpm, 4°C, 10min) als Serum gewonnen. Anschließend wurde das Serum
für 30min bei 56°C inaktiviert und bis zur weiteren Verwendung bei –20°C gelagert.
B.7.2.2 Bestimmung der spezifischen Gesamt-Ig Antikörpertiter
Zur Bestimmung der absoluten Gag-spezifischen Ig Antikörper-Titer wurden mitteladsorbierenden
96-well Platten (Nunc, Wiesbaden) über Nacht (4°C) mit je 100ng PrepCell-gereinigtem 55kDa Gag
Protein in 100µl 0,1M Karbonatpuffer (pH 9.5) beschichtet (1µg/ml). Alternativ, wurden zur Bestimmung
absoluter Tat-spezifischer AK-Titer 96-well MaxiSorb Mirkrotiterplatten (Nunc, Wiesbaden) mit 500ng
rekombinantem Tat Protein (Aventis Pasteur, Paris, Frankreich) beschichtet (5µg/ml). Nach zweimaligem
Waschen mit Waschpuffer (PBS/0,05% Tween20) wurden die Platten mit je 200µl Blockierungslösung
(PBS/10%FCS) pro Vertiefung 1h bei 37°C inkubiert. Die Seren der Versuchstiere wurden seriell in
Verdünnungspuffer (PBS/2%FCS/3%Tween20) verdünnt (wahlweise: 1:80 - 1.310.720). Je 100µl der
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entsprechenden Verdünnung wurde anschließend in die Vertiefung pipettiert und 2h bei 37°C inkubiert.
Anschließend wurden die Platten 6x mit Waschpuffer gewaschen und mit je 100µl einer 1:2000 in
Verdünnungspuffer verdünnten anti-Maus Ig-HRP Antikörpers (Dako, Hamburg), 1h bei 37°C inkubiert.
Nach erneutem 6-maligem Waschen wurden je 100µl TMB-Substratlösung (BD, Heidelberg) zugegeben.
Nach einer Farbentwicklung von ca. 15min bei RT im Dunkeln wurde die Reaktion mit 50µl 1N H2SO4
abgestoppt und die jeweilige Adsorption bei einer Wellenlänge von 450nm (620nm) im Photometer
gemessen. Der Antikörper-Titer des jeweiligen immunisierten Versuchtieres wurde als Endpunkt derjenigen
reziproken Verdünnung definiert, deren O.D. um den dreifachen Wert eines parallel gemessener Wertes
des Negativserums (z.B. nicht immunisierte Versuchstiere) derselben Verdünnung auf der gleichen
Mikrotiterplatte gerade noch erhöht war.
B.7.2.3 Bestimmung der Antikörper-Isotypen
Neben der Bestimmung der absoluten Gag,-bzw. Tat-spezifischen Ig Antikörpertiter wurden parallel
ebenfalls die Isotypen, IgG1 und IgG2a, der durch die Immunisierung induzierten Antikörper bestimmt.
Anhand der Verhältnisse einzelner AK-Isotypen können im murinem System eindeutige Zuordnungen der
CD4+ T-Zell vermittelten Immunantwort in Richtung TH1 (IgG1 < IgG2a) bzw. TH2 (IgG1 > IgG2a)
Polarisierung getroffen werden. Zu diesem Zweck wurden die entsprechenden 96-well Mikrotiterplatten
wie unter B.7.2.2. beschrieben mit Protein beschichtet und die seriellen Serumverdünnungen in die
Vertiefungen pipettiert. Die Isotypen wurden durch Zugabe von je 100µl einer 1:2000 in
Verdünnungspuffer verdünnten IgG1-HRP (BD, Heidelberg) bzw. IgG2a-HRP (BD, Heidelberg)
Antikörperlösung detektiert. Das Protokoll wurde ansonsten wie unter B.7.2.2 beschrieben durchgeführt
und ausgewertet.
B.7.3 Analyse der zellulären Immunantwort
B.7.3.1 Kultivierung primärer Splenozyten
Die Zellpopulation (Splenozyten), die aus der Milz immunisierter Mäuse präpariert wurde (~1-2x108
Zellen/Milz), besteht zu einem großen Anteil an B-Lymphozyten (65%), CD4+ T-Zellen (20%), CD8+ T-
Zellen (15%) sowie Monozyten/Makrophagen und dendritischer Zellen (10%). Die restlichen 5% der Zellen
setzen sich aus neutrophilen Granulozyten, NK-Zellen und Fibroblasten zusammen. Die isolierten
Splenozyten wurden in RPMI-1640  Medium mit 2mM L-Glutamin, D-Glukuose (4,5mg/ml), 1mM
Natriumpyruvat, supplimentiert mit 5% inaktiviertem FCS, Penicillin (100U/ml) und Streptomycin
(100µg/ml), 20mM HEPES und 50µM β-Mercaptoethanol bei einer Temperatur von 37°C und einer 5%-
igen CO2 Begasung im Brutschrank kultiviert. Da die primären Zellen ohne Zusatz von Zytokinen, wie z.B.
IL-2, innerhalb von 2-3 Tage absterben, wurden alle Assays unverzüglich, direkt nach der Präparation der
primären Zellen angesetzt.
B.7.3.2 Präparation der Milz und Isolierung der Splenozyten
Zur Entnahme der Milz wurden die Versuchstiere i.d.R. eine Woche nach der letzten Immunisierung
durch CO2-Begasung getötet, die Milzen unter Verwendung eines steriles Präparationsbestecks entnommen
und die Organe einer Immunisierungsgruppe (5-10) in 10ml Vollmedium vereint. Anschließend wurden die
Milzen mitsamt der Flüssigkeit in Petrischalen überführt, in kleinere Stücke geschnitten und zur Gewinnung
von Einzelzellsuspensionen mit dem Stempel einer 5ml-Spritze zerrieben. Nachfolgend wurden die Zellen
durch einen sterilen 100µm-Nylofilter (BD, Heidelberg) in ein 50ml Gefäß gegeben und pelletiert (300xg,
RT, 5min). Zur Entfernung der Erythrozyten (Hämolyse) wurden die Zellen in 20ml ACK-Lysepuffer (150mM
NH4Cl, 1mM KHCO3, 0,1mM Na2EDTA, pH 7.2) 5min (RT) inkubiert. Daraufhin wurden die Splenozyten
durch drei wiederholte Waschschritte in je 50ml PBS/5% FCS gewaschen, anschließend in 20ml
Kulturmedium aufgenommen und die Lebendzellzahl (Z/ml) einer 1/50-1/100 Verdünnung durch
Anfärbung mit Tryphanblau (0,4% Tryphanblau/PBS) in einer Neubauer-Zählkammer bestimmt. Bis zur
weiteren Verwendung wurden die Zellen bei 37°C und 5% CO2 im Brutschrank gehalten.
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B.7.3.3 Präparation von ConA-aktiviertem Zellkulturüberstand
Zur Herstellung von ConA-aktivertem Zellkulturüberstand („Rattenfaktor“), welcher für die
Bestimmung CD8+ zytotoxischer T-Zell Aktivitäten benötigt wird, wurden aus unbehandelten Ratten 30-50
Milzen entnommen und daraus –wie bereits für murine Milzen beschrieben- Einzelzellpopulation
präpariert. Je 1x108 Zellen wurden anschließend in 50ml Kulturmedium aufgenommen (2x106 Z/ml) und in
mittleren 75cm2 Kulturflaschen, stehend zwei Tage mit 2µg/ml Concanavalin A (Sigma, Deisenhofen)
inkubiert. Anschließend wurden die vereinigten Überstände zentrifugiert (2000rpm, 10min, 4°C), steril
filtriert (0,22µm) und bis zur weiteren Verwendung in 25-50ml Aliquots bei –80°C gelagert.
B.7.3.4 In vitro Restimulation der Splenozyten: Quantifizierung der
Zytokinsekretion (ELISA)
Je 2x106 Milzzellen (4x106 Z/ml) wurden in 24-well Zellkulturgefäße (Costar, Corning NY, USA) mit
500µl einer entsprechenden Verdünnung eines „Recall“-Antigens (VLPs (0.5-1µg/ml), rp24 (3µg/ml), rTat
(0.25-0.5ng/ml), Peptide (10µM, 10µg/ml)) 24-48h in vitro restimuliert. Anschließend wurden die
Überstände (1ml) abgenommen, durch Zentrifugation (600xg, 10min, 4°C) von Zellen und Zelltrümmern
befreit und bis zur weiteren Verwendung bei –80°C aufbewahrt. Die Bestimmung der verschiedenen
Zytokine (IFN-γ, IL-6, IL-12 (p70), IL-4, IL-5, IL-10, IL-2, TNF-α) im Überstand von in vitro restimulierten
Splenozyten wurde mit Hilfe kommerzieller Zytokin-ELISAs (BD, Heidelberg) nach Angaben des Herstellers
durchgeführt. Die Proben wurden dabei meist unverdünnt bzw. bei Restimulation mit Pr55gag-VLPs in einer
Verdünnung von 1:10-1:100 vermessen.
B.7.3.5 ELISPOT-Assay: Quantifizierung Zytokin sezernierender Zellen
Zur Bestimmung der Anzahl Zytokin sezernierender Zellen nach in vitro Restimulation der
Splenozyten mit spezifischen Recall-Antigenen wurde zunächst die mit Nitrocellulose beschichtete 96-well
Kulturplatte MAHA-S45 (Millipore, Eschborn) mit 100µl eines 5-10µg/ml in PBS verdünnten Anti-Zytokin
Antikörpers (C, „capture“) (BD, Heidelberg) ÜN (4°C) inkubiert. Nach mehrmaligem, sterilem Waschen (4x)
mit PBS/10% FCS wurde die Platte 1h bei 37°C mit 200µl PBS/10% FCS blockiert. Anschließend wurden je
100µl einer entsprechenden Verdünnung der Splenozyten (1x105-1x106 Zellen pro Ansatz) und je 100µl
der stimulierenden Reagenz (10µM Peptid (2µg), 0,5-1µg rekombinantes Protein, 0,1-1µg  PHA-P (10µg/ml)
(Sigma, Deisenhofen) zugegeben und i.d.R. 24h bei 37°C und 5% CO2 kultiviert. Nach der in vitro
Restimulation wurden die Zellen durch mehrmaliges Waschen (6x) mit Waschpuffer (PBS/0,05% Tween20)
lysiert. Anschließend wurden je 100µl einer auf 1µg/ml in Verdünnungspuffer (PBS/10% FCS/0,05%
Tween20) verdünnten Lösung des sekundären, biotinylierten Zytokin-Antikörpers (D, „detection“) (BD,
Heidelberg) zugegeben und weitere 2h bei RT inkubiert. Die Platte wurde gewaschen (10x) und die
Antikörper-Antigen Komplexe durch Zugabe eines 1:5000 in Verdünnungspuffer verdünnten Strepavidin-
AP Konjugats (Roche, Mannheim) detektiert. Nach einer Inkubation von 30min (RT) wurde die Platte
wiederum gewaschen (10x). Anschließend wurde die Platte mit 50µl AP-Färbelösung nach Angaben des
Herstellers (Roche, Mannheim) 15-30min inkubiert und die Spots (SFC; „spot forming cell“) nach
wiederholtem Waschen mit H2O. und Trocknung (ÜN, RT) mit Hilfe eines automatisierten ELISPOT-
Lesegerätes (BioSys) ausgezählt.
Zytokin Antikörper-Pärchen Klon Konzentration Verdünnung
IFN-γ anti-Maus IFN-γ C R4-6A2 1mg/ml 1:100-1:200
Biotin-anti-Maus IFN-γ D XMG1.2 0.5mg/ml 1:50-1:100
IL-4 anti-Maus IL-4 C BVD4-1D11 0.5mg/ml 1:500
Biotin-anti-Maus IL-4 D BVD-24G2 0.5mg/ml 1:500
Tabelle B-5 Auflistung der für den ELISPOT-Assay verwendeten anti-Zytokin Antikörper Pärchen (BD, Heidelberg).
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B.7.3.6 Bestimmung der CD8+ zytotoxischen T-Zellantwort
Zur Bestimmung der zytotoxischen T-Zell Reaktivitäten (% Lyse) wurde die Lyse von Peptid-
präsentierenden Zellen durch spezifisch gegen dieses Epitop in vitro restimulierten und spezifisch
proliferierten T-Zellen mit Hilfe des radioaktiven Chrom-Freisetzungstests („Chromium Release Assay“)
bestimmt. Die für diesen Assay verwendeten HIV-1 spezifischen, murinen MHC-Klasse I (H-2d)
restringierten Peptide (vgl. Tab. 6) wurden von der Firma Toplab (Martinsried) synthetisiert und HPLC
gereinigt. Die lyophilisierten Peptide wurden in HPLC-grade DMSO gelöst (10mM) und bei 4°C gelagert.
Die Peptide A9Ip24/1 (aa 197-205) und E10Fp24/2 (aa 291-300) sind als murine p24 ZTL-Epitope, des
Haplotyps H-2d beschrieben worden (Selby et al., 1997, Nakamura et al., 1997). Das Peptid R10IV3/IIIB
(gp160: aa. 318-327) stellt ein murines V3/IIIB-spezifisches ZTL-Epitop (Haplotyp H-2Dd) dar (Takahashi, et
al. 1988; Sastry et al., 1992; Hanke, 1998, Nehete et al., 1995).
Bezeichnung Sequenz Haplotyp MW [g/mol] Konzentration
A9Ip24/1 AMQMLKETI H-2Kd 1064,3 10mM 10,64 µg/µl
E10Fp24/2 EPFRDYVDRF H-2Ld 1343,5 10mM 13,4 µg/µl
R10IV3/IIIB RGPGRAFVTI H-2Dd 1073,3 10mM 10,7µg/µl
Tabelle B-6 Auflistung, Beschreibung und Konzentration der für den Zytotox-Assay verwendeten murinen ZTL-Peptide.
B.7.3.6.1 In vitro Restimulation Peptid-spezifischer CD8+ T-Zellen
Jeweils 3x107 Splenozyten wurden entweder mit 1x106 (30:1) bzw. 6x106 (5:1) murinen (H-2d) A-20
Stimulatorzellen in 10ml Kulturmedium mit 10% Rattenfaktor oder 15U/ml rIL-2 (Roche, Mannheim) für 5
Tage in aufrecht stehenden 25cm2-Kulturflaschen (Nunc, Wiesbaden) in vitro restimuliert. Die dafür
benötigte Anzahl an A20-Zellen (5x106/ml) wurde zuvor 1h (37°C, 5%CO2) mit 10µM des jeweiligen MHC-
Klasse I-restringierten Peptids „gepulst“ und anschließend nach dreimaligem Waschen (PBS/1%FCS) mittels
eines Gammastrahlers mit 20.000rad (200Gy, ~2200 sek.) bestrahlt, um weitere Zellteilungen zu
blockieren. Nach der 5-tägigen Inkubation wurde die Lebenzellzahl der Ansätze bestimmt, die Zellen
pelletiert (300xg, 25°C, 5min) und in frischem Kulturmedium aufgenommen (1x 107 Z/ml).
B.7.3.6.2 51Chrom-Freisetzungstest („51Cr-Release Assay“)
Zur Bestimmung der Antigen spezifischen Zytotoxizität der angereicherten CD8+ T-Lymphozyten
wurden zunächst in 100µl unterschiedliche Zellzahlen (1x106/5x105/2.5x105/1.25x105 Zellen) in Tripletts in
96-well Rundboden-Kulturplatten (BD, Heidelberg) vorgelegt (Effektorzellen, E). Anschließend wurden je
1x104 mit Peptid gepulste, und mit 51-Na-Chromat markierte, murine (H-2d) P815 Zellen (Zielzellen;
„target cells“, T) in 100µl (1x 105 Z/ml) zugegeben und 31/2h bei 37°C und 5% CO2 im Brutschrank
inkubiert. Dadurch wurde die Lyse bei unterschiedlichen Verhältnisse der Effektorzellen und Zielzellen
bestimmt (E:T z.B. 100:1/ 50:1/25:1/12.5:1).
Zuvor wurden je 1x107 P815 Zielzellen entweder 1h mit 10µM Peptid in 1ml Medium „gepulst“
(P815/+) und anschließend oder direkt (P815/-) in 300µl FCS mit 250µCi 51NaOCr2 (5mCi/ml; Amersham,
Braunschweig) für 11/2h bei 37°C markiert. Nach Entfernen der nicht eingebauten, radioaktiven Chrom-
Verbindungen durch mehrmaliges Waschen mit PBS/2% FCS wurden die Zielzellen in Kulturmedium
resuspendiert ausgezählt, die Konzentration auf 1x105 Z/ml eingestellt und je 100µl zu je 100µl einer
bestimmten Konzentration an Effektorzellen zugegeben und wie beschrieben inkubiert. Darüber hinaus
wurde die spontane Freisetzung (1x104 Zellen/100µl Medium) bzw. die maximale Freisetzung (1x104
Zellen/100µl 5% Triton-X100) von elementarem 51Cr aus den P815-Zielzellen bestimmt. Nach der
Inkubation wurden die Zellen in einer Plattenzentrifuge abzentrifugiert (300xg, 3min) und je 50µl des
Überstands in 96-well LumaPlateTM-Platten (Packard, Meriden, USA) überführt. Nachdem die Platten über
Nacht getrocknet wurden, wurde die Konzentration an 51Cr in einem Festphasen-γ-Szinillationsmeßgerät
(Packard, Meriden, USA) bestimmt. Die spezifische Lyse [%] eines definierten E:T Verhältnisses als Maß für
die ZTL-Reaktivität gegen ein spezifisches Peptid wurde nach der Formel: 100 x (gemessene 51Cr
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Freisetzung – spontane 51Cr Freisetzung) / (maximale 51Cr Freisetzung – spontane 51Cr Freisetzung)
berechnet.
Abbildung B-4 Schematische Darstellung des 51Cr-Zytotox-Assays. Die Stimulatorzellen A-20 werden mit einem ZTL-
spezifischen Peptid „gepulst“, mit γ-Strahlen (20.000rad) bestrahlt und zur Stimulation und Proliferation spezifischer CD8+
zytotoxischer T-Zellen zu einer heterogenen Splenozytenkultur immunisierter Mäuse gegeben. Nach einer Inkubation von 5
Tagen werden die Zielzellen (P815) ebenfalls mit Peptid „gepulst“ , mit 51NaOCr2 markiert und zu unterschiedlichen
Konzentrationen an Effektorzellen zugegeben. Durch eine ZTL-spezfische Lyse der Zielzellen wird 51Cr in den
Zellkulturüberstand freigesetzt. Diese freigesetzte Radioaktivität wird anschließend im Szintillationsmeßgerät vermessen und
daraus die spezifische Lyse [%] bei unterschiedlichen Verhältnissen von Effektor- und Zielzellen (E:T) berechnet.
B.7.4 Erfassung von immunogenen B,- und T-Zellepitopen
Sowohl die von B-Lymphozyten produzierten Antikörper als auch die T-Lymphozyten selbst
erkennen lediglich bestimmte Bereiche eines Antigens. Zur Identifizierung dieser immunogenen B,- und T-
Zell Epitope innerhalb des HI-viralen Tat Proteins wurden die Reaktivitäten der Antikörper bzw. der T-
Zellen auf insgesamt acht sich überlappende, synthetische Peptide (20AS) des Tat Proteins (LAI) (MRC,
EVA779.1-779.8) in vitro untersucht (vgl. Tab. ). Die Aminosäuresequenz des TatLAI unterscheidet sich in
lediglich drei Aminosäuren von dem für die Immunisierung verwendeten TatIIIB Proteins.
B.7.4.1 Identifizierung muriner, Tat-spezifischer B-Zellepitope
Zur Identifizierung muriner, Tat-spezifischer B-Zellepitope wurden 96-well MaxiSorb
Mirkrotiterplatten (Nunc, Wiesbaden) mit je 1µg Peptid in 100µl Karbonatpuffer (pH9.5) beschichtet
(10µg/ml) und die absoluten Ig-Antikörper der Seren einzelne Versuchstiere (Verdünnung 1:100 –
1:10.000), wie unter B.7.2.2 beschrieben durch Messung der O.D.450nm bestimmt. Diejenigen Peptide, die
von den Serum-AK erkannt wurden, enthalten mit größter Wahrscheinlichkeit immunogene B-Zell Epitope.
B.7.4.2  Identifizierung muriner Tat-spezifischer T Zellepitope
Zur Identifizierung muriner, Tat spezifischer T-Zell Epitope wurde die Anzahl IFN-γ sezernierender
Zellen nach in vitro Stimulation der Splenozyten mit den entsprechenden Peptiden im ELISPOT-Assay (vgl.
B.7.3.5) bestimmt. Diejenigen Peptide, die nach Stimulation die Sekretion von IFN-γ induzieren, beinhalten
mit größter Wahrscheinlichkeit immunogene, MHC-Klasse I und/oder MHC-Klasse II restringierte T-
Zellepitope.
51NaOCr2Splenozyten Effektorzellen
ZielzellenStimulatorzellen
(γ -Bestrahlung)
? in vitro Restimulation
? Proliferation Antigen-spezifischer
CD8+-T Zellen
? spezifische Lyse der
Zielzellen durch
aktivierte CD8+-T-Zellen
Peptid
(H-2d)
A-20 P815Peptid
(H-2d)
Bestimmung
radioaktiven 51Cr
im Überstand
51Cr51Cr51Cr
0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
100
P815/-
P815/+
100:1 25:150:1 12:1
E:T
sp
ez
ifi
sc
he
 L
ys
e 
[%
]
Material und Methoden 43
Bezeichung Aminosäureposition Sequenz Konzentration
Peptid 1 1-20 (M)EPVDPRLEPWKHPGSQPKTA 10mM
Peptid 2 11-30 KHPGSQPKTACTT(N/T)CYCKKCC 10mM
Peptid 3 21-40 CTT(N/T))CYCKKCCFHCQVCFT(I/T)TK 10mM
Peptid 4 31-50 FHCQVCFT(I/T)TKALGISYGRKK 10mM
Peptid 5 41-60 ALGISYGRKKRRQRRRPPQ 10mM
Peptid 6 51-70 RRQRRRPPQGSQTHQVSLSK 10mM
Peptid 7 61-80 SQTHQVSLSKQPTSQP(S/P)RGDP 10mM
Peptid 8 71-80 QPTSQP(S/P)RGDPTGPKE 10mM
Tabelle 7 Auflistung der für die Identifizierung von B,- und T-Zell Epitopen des HI-viralen Tat Proteins verwendeten, synthetischen
überlappenden Peptide (TatLAI), die sich in der Sequenz in drei Aminosäuren von dem TatIIIB unterscheidet: (1) Position 24: T (TatLAI)
anstelle von N (TatIIIB), (2) Position 39: T (TatLAI) anstelle von I (TatIIIB) und (3) Position 77: P (TatLAI) anstelle von S (TatIIIB).
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C Ergebnisse
Ziel der vorliegenden Promotion war die Entwicklung, Charakterisierung und Optimierung
geeigneter HIV-1 Vakzine Kandidaten auf der Basis eines DNA-Impfstoffes. Die detaillierte,
molekularbiologische Charakterisierung der Expression verschiedenster, viraler Antigene in vitro,
sowie die immunologische Evaluierung ausgewählter DNA-Vakzine Kandidaten im Balb/c
Mausmodell in vivo waren hierbei Gegenstand dieser Arbeit.
C.1 Grundlegende Untersuchungen zur Expression des HI-viralen
Strukturproteins Gag in Nagetierzellen
Die Expression des viralen, 55kDa Vorläuferproteins Pr55gag (wtgag) in humanen
Zellkultursystemen ist aufgrund der Anwesenheit cis-aktiver INS Elemente (vgl. A.2), welche
indirekt den Export der pre-mRNA aufgrund einer frühzeitigen Degradation unterbindet, sehr
ineffizient. Da es sich hierbei um ein spät exprimiertes, virales Gen handelt, ist die Expression des
Polyproteins von der Anwesenheit des cis-ständigen, RNA-Exportsignals RRE und des viralen trans-
ständigen Export Faktors Rev abhängig. Zudem scheint der 5‘ nicht translatierte Bereich UTR (5‘-
untranslated region), in dem u.a. der virale Hauptspleißdonor SD1 liegt, essentiell für die Rev-
abhängige Expression von Pr55gag zu sein (UTR-wtgag-RRE).
Abbildung C-1 Schematische Darstellung der Rev-abhängigen (pc-UTRwtgagRRE) und Rev-unabhängigen (pc-
UTRwtgagCTE; pc-syngag) eukaryontischen Expressionsvektoren. Neben den für das Pr55gag Protein kodierenden Regionen
(1538nt) sind zudem die jeweiligen 5‘- und 3‘-nicht translatierten Bereiche angezeigt. Die transkribierte pre-mRNA von pc-
syngag sollte demnach zwischen 2000-2100 Nukleotide, die von pc-UTRwtgagRRE ungefähr 3000-3100 Nukleotide und die
von pc-UTRwtgagCTE ca. 2400-2500 umfassen.
Für die Entwicklung einer DNA-Vakzine gegen das virale gruppenspezifische Antigen, Gag,
ist allerdings die Verwendung des viralen Ko-Faktors Rev unerwünscht. Eine Rev-unabhängige
Expression kann allerdings durch die Verwendung alternativer cis-aktiver Exportsignale, wie z.B.
dem CTE (cis-acting constitutive transport element) des Typ-D retroviralen Mason-Pfitzer Monkey
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Virus (MPMV), erzielt werden (UTR-wtgag-CTE). Desweiteren konnten wir in unserer
Arbeitsgruppe durch die Anpassung der Kodonwahl des gag Leserahmens an das von
hochexprimierten Säugetiergenen (syngag), eine von cis,- und trans-ständigen Faktoren
unabhängige Gag Expression erreichen (Graf et al., 2000).
Zur Austestung und Evaluierung von DNA-Vakzine Kandidaten im Balb/c-Mausmodell
wurde zunächst die Expression der verschiedenen Rev-abhängigen und Rev-unabhängigen Pr55gag
Expressionskonstrukte (vgl. Abb. C-1), welche bereits in verschiedenen Primatenzellen detailliert
charakterisiert wurden (M. Graf, Dissertation 2000, IMMH Regensburg), in diversen
Nagetierzellinien untersucht.
C.1.1 Reduzierte Expression INS-haltiger, Gag-spezifischer Gene in
Nagetierzellen
C.1.1.1 Gag Expression in verschiedenen Nagetierzellen
Obwohl u.a. anhand gekoppelter in vitro Transkriptions/Translations-Experimente für die
verwendeten Gag-Expressionskonstrukte bereits gezeigt werden konnte, daß sowohl Ereignisse der
Transkription als auch der Translation keinen Einfluß auf die Gag Expression haben (Graf et al.,
2000), wurden in den untersuchten murinen Zellinien 3T3, C2C12 und mKSA, sowie den
Hamsterzellen CHO und BHK-21 im Vergleich zu humanen Zellen erhebliche Unterschiede
hinsichtlich der Effizienz der Rev/RRE,- und CTE-vermittelten Expression festgestellt (vgl. Abb. C-
2). So konnte in den humanen Zellen nach Transfektion des Rev-abhängigen Konstrukts (pc-
UTRwtgagRRE) durch Ko-Transfektion einer für Rev kodierender Plasmid-DNA, pC-Rev (Dr. PD J.
Hauber, Erlangen), die Gag Expression durchschnittlich um den Faktor 4-5 gesteigert werden,
während im Gegensatz dazu die Expression in den Nagetierzellen nach Ko-Transfektion von pC-
Rev zumeist unverändert war. Die maximale Expressionssteigerung, die in anderen Experimenten
vereinzelt beobachtet werden konnte, lag lediglich bei einem Faktor von 2. In ähnlicher Weise
wurde in den humanen Zellen nach Transfektion des Rev-unabhängigen Pr55gag
Expressionskonstrukts (pc-UTRwtgagCTE) eine im Vergleich zu dem Rev-abhängigem Konstrukt
UTR-wtgag-RRE, eine ebenfalls um den Faktor 3-4 gesteigerte Gag Expression beobachtet,
während wiederum in allen Nagetierzellen lediglich eine vergleichbare (Faktor 1-1,5) bzw. in
Einzelfällen leicht reduzierte Gag Expression nachgewiesen werden konnte (Reduktion von Faktor
1,5-2,5). Allerdings konnte gezeigt werden, daß nach Transfektion des zweiten Rev-unabhängigen
Konstrukts pc-syngag, dessen kodierende Sequenz an die hochexprimierter Säugetiergene
angepaßt worden war, sowohl in den humanen als auch allen untersuchten Nagetierzellen eine
gegenüber mit pc-UTRwtgagRRE transfizierten Zellen um den Faktor 4-10 gesteigerte Gag
Expressionsrate erzielt wurde. Während zusammenfassend in den humanen Zellen der
Unterschied zwischen der Gag Expression nach Transfektion des Rev-abhängigen Konstrukt (UTR-
wtgag-RRE) in Anwesenheit von Rev bzw. des Rev-unabhängigen Expressionskonstrukts (UTR-
wtgag-RRE) und der pc-syngag Plasmid-DNA lediglich minimal war (Faktor ~1,5), war die
beobachtete Steigerung der Expressionsrate nach Transfektion von pc-syngag in den
Nagetierzellen um so signifikanter (Faktor 4-10). Aufgrund dieser Ergebnisse läßt sich vermuten,
daß die retroviralen, den Export der viralen INS-haltigen pre-mRNA vermittelnden Faktoren
Rev/RRE und CTE in Nagetierzellen nicht oder nur bedingt funktionsfähig sind. Im Gegensatz dazu
war die Expression des synthetischen gag Gens unabhängig von Zelltyp-spezifischen Faktoren.
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Abbildung C-2 Pr55gag Expressionsanalyse in unterschiedlichen Säugetierzellinien. Nach Transfektion verschiedener
Zellinien (A-F) mit den entsprechenden Rev-abhängigen und Rev-unabhängigen Expressionskonstrukten ((1) pcDNA3.1, (2)
pc-UTRwtgagRRE, (3) pc-UTRwtgagRRE + pC-Rev, (4) pc-UTRwtgagCTE und (5) pc-syngag), wurden die Zellysate
geerntet und je Zellinie gleiche Mengen Gesamtprotein (100-180µg) in einem 12,5%-igem SDS-PAGE aufgetrennt. Die
Proteine wurden mit Hilfe Gag-spezifischer Antikörper (13/5 und 16/4/2) durch Immunoblotting detektiert (untere
Abbildung). Zudem wurde die Pr55gag Konzentration in den Zellysaten mittels ELISA quantifiziert (ng Pr55gag/µg
Gesamtprotein) (obere Abbildung). (A) H1299, human (B) 3T3, murin, (C) C2C12, murin, (D) mKSA, murin, (E) CHO,
Hamster, (F) BHK, Hamster.
C.1.1.2 Synthese und Export Gag-spezifischer RNA in Nagetierzellen
Da sowohl die Rev/RRE,- wie auch die CTE-vermittelte Protein Expression auf der Ebene
des RNA-Exports reguliert wird, wurde desweiteren das Verhältnis der nukleären und
zytoplasmatischen Gag-spezifischen RNA Transkripte nach Transfektion humaner (H1299, 293T)
und verschiedener Nagetierzellinien (3T3, C2C12, CHO, BHK) mit den jeweiligen Rev-abhängigen
und Rev-unabhängigen Pr55gag Expressionskonstrukten im Northern Blot untersucht (vgl. Abb. C-
3). Dabei konnte zunächst beobachtet werden, daß in den humanen Zellinien H1299 und 293T
(nicht gezeigt) und der Hamsterzellinie CHO (nicht gezeigt) alle Gag-spezifischen RNA Spezies im
Zellkern vorhanden waren. Dahingegen waren die verschiedenen nukleären Gag-spezifischen
RNAs in allen murinen Zellen, mit Ausnahme der synthetischen mRNA (syngag), kaum
detektierbar. Ferner konnte gezeigt werden, daß in den humanen Zellen der Export des
UTRwtgagRRE Transkripts durch die Anwesenheit des viralen Exportfaktors Rev deutlich gesteigert
werden konnte (Faktor ca. 5-10), während trotz Anwesenheit von Rev weder in den murinen
Zellinien 3T3 und C2C12, noch in der Hamsterzellinie CHO ein erhöhte Konzentration Gag-
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spezifischer RNAs im Zytoplasma nachzuweisen war. Nach Transfektion des Rev/RRE-
unabhängigen Expressionsvektors pc-UTRwtgagCTE konnte zwar in den humanen Zellen die Gag-
spezifische RNA im Zytoplasma detektiert werden, nicht aber in der entsprechend transfizierten
Hamsterzellinie CHO. Obwohl bereits nur geringe Mengen Gag-spezifischer RNA im Zellkern von
mit pc-UTRwtgagCTE transfizierten murinen Zellen vorhanden waren, wurden dennoch
äquivalente RNA-Mengen im Zytoplasma detektiert. Im Gegensatz zu den INS-haltigen wtgag
RNA-Spezies, konnte die synthetische Gag-RNA Zelltyp-unabhängig sowohl im Zellkern, als auch
im Zytoplasma der Zellen in großen Mengen nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse implizieren,
daß sich die Ursachen der reduzierten Rev/RRE,- bzw. CTE vermittelten Expression INS-haltiger
wtgag Gene in den murinen Zellen möglicherweise von denen der Hamsterzellen unterscheiden.
Während in den murinen Zellinien vorwiegend die Stabilität INS-haltiger Gag-spezifischer RNA
Spezies im Zellkern und weniger der RNA-Export, beeinträchtigt zu sein schien, wurden in den
CHO Zellen die INS-haltigen RNAs trotz Anwesenheit der alternativen, in humanen Zellen
funktionstüchtigen cis,- und trans-ständigen Faktoren nicht effizient exportiert. Im Gegensatz dazu
war die synthetische Gag-spezifische RNA in allen untersuchten Zellinien nukleär stabil und
wurde ebenso effizient exportiert.
Abbildung C-3. Northern Blot Analyse gag-spezifischer RNA-Transkripte im Zellkern (N) bzw. exportierter RNA im
Zytoplasma (C) von mit mock (pcDNA3 ), pc-UTRwtgagRRE mit (+) und ohne (-) pc-Rev, UTRwtgagCTE und pc-syngag
transfizierten (A) humanen H1299 Zellen sowie (B) der murinen Zellinien 3T3 und (C) C2C12. Je 10µg Gesamt RNA wurde
elektrophoretisch aufgetrennt und die verschiedenen RNA-Spezies (UTR-wtgag-RRE: ~3000nt, UTR-wtgag-CTE: ~2500nt
und syngag: ~2000nt) mit einem Gemisch (Verhältnis 1:1) aus wtgag und syngag spezifischen, mit [32P]-markierten Sonden
detektiert. Die Menge an unspezifisch angefärbter 18S rRNA diente hierbei als interne Kontrolle.
C.1.1.3 Expression und nukleäre Lokalisation des Rev Proteins
Zur weiteren Untersuchung der RRE/Rev-abhängigen Expression des HI-viralen Pr55gag
Polyproteins in Nagetierzellen sollte im folgenden die nukleäre Lokalisation des viralen
Regulatorproteins Rev mittels Immunfluoreszenzmikroskopie nach Transfektion der
Expressionsvektoren pC-Rev bzw. pCsRevsg25GFP (M. Neumann, GSF München) überprüft
werden. Dabei konnte gezeigt werden, daß nach Transfektion humaner H1299 Zellen mit pC-Rev
im Vergleich zu mit pCsRevsg25GFP transfizierten Zellen lediglich geringe Mengen Rev-
spezifischer RNA nachweisbar waren und auch das Protein, vermutlich aufgrund der geringen
Expressionsrate, mittels Immunoblotting nicht detektiert werden konnte. Dennoch wurde mittels
Immunfluoreszenzmikroskopie sowohl Rev als auch das RevGFP-Fusionsprotein in humanen
sowie auch in den Nagetierzellen 3T3, C2C12, CHO und BHK überwiegend im Zellkern lokalisiert
(D.Hammer, Diplomarbeit 2000, IMMH, Regensburg). Dadurch konnte eine mögliche
Dislokalisation des viralen Rev Proteins in Nagetierzellen, welche möglicherweise eine
Blockierung des Rev/RRE-vermittelnden RNA-Exports erklären würde, ausgeschlossen werden.
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C.1.1.4 Gag Expression und RNA-Export in stabilen Revgfp-Zellinien
C.1.1.4.1 Herstellung und Charakterisierung stabiler Revgfp-Zellinien
Zur weiteren Untersuchung wurden verschiedene stabil das Fusionsprotein REVgfp (47kDa)
exprimierende Zellinien hergestellt, um eine maximale Expression des HI-viralen Exportfaktors zu
gewährleisten und mögliche experimentelle Abweichungen bei der Ko-Transfektion von DNA-
Plasmiden auszuschließen. Zu diesem Zweck wurde die humane Zellinie H1299, die murine
Zellinie 3T3 sowie die Hamsterzellinie CHO mit pCsRevsg25GFP (NeoR+) transfiziert und positive
Transfektanten selektioniert. Die Analyse der stabilen Zellinien H1299REVgfp, 3T3REVgfp und
CHOREVgfp Zellinien erfolgte mittels Fluoreszenzmikroskopie und FACS-Analyse (vgl. Abb. C-4).
Dabei konnte gezeigt werden, daß die humane Zellinie H1299REVgfp zu 88%, die murine
Zellinie 3T3REVgfp zu 50% und die Hamsterzellinie CHOREVgfp zu 80% stabil das Revgfp
Fusionsprotein exprimierten. Ferner wurde die Revgfp Expression im Western Blot mittels Rev,-
bzw. GFP-spezifischer Antikörper überprüft und bestätigt (nicht gezeigt).
Abbildung C-4 Charakterisierung der stabilen Zellinien (A) H1299Revgfp, (B) 3T3Revgfp und (C) CHORevgfp mittels
FACS-Analyse (linke Abbildungen) und Fluoreszenzmikroskopie (rechte Abbildungen).
C.1.1.4.2 Analyse der Pr55gag Expression und des RNA-Exports
Im folgenden sollte die Synthese und der Export INS-haltiger wtgag RNA, sowie die Gag
Expression in verschiedenen Zellinien, welche das Rev Protein stabil und in großen Mengen
exprimierten, verglichen werden. Nach Transfektion von pc-UTRwtgagRRE konnte hierbei mittels
Northern Blot Analyse (vgl. Abb. C-5) gezeigt werden, daß in Anwesenheit großer Mengen REVgfp
zumindest die Gag-spezifischen RNAs sowohl in den Zellkernen der murinen Zellinie 3T3 und der
Hamsterzellinie CHO stabilisiert werden. Dennoch war, insbesondere in der Hamsterzellinie
CHO, der RNA-Export im Vergleich zu der humanen Zellen drastisch reduziert. Die absoluten
Pr55gag Expressionsraten in den stabilen, das RevGFP-Fusionsprotein exprimierendern Zellinien
waren dabei identisch mit den entsprechenden Konzentrationen nach Ko-Transfektion von pc-
UTRwtgagRRE und pCsRevsg25GFP (nicht gezeigt).
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Abbildung C-5. Analyse des Rev/RRE-abhängigen RNA-Exports in verschiedenen stabilen, Revgfp-exprimierenden Zellinien.
36h nach Transfektion der Zellinien H1299, 3T3 und CHO sowie der stabilen Revgfp-exprimierenden Zellinien
H1299Revgfp, 3T3Revgfp und CHORevgfp mit dem Rev-abhängigem Expressionskonstrukt UTR-wtgag-RRE wurde die RNA
aus dem Zellkern (N) und aus dem Zytoplasma (C) isoliert, je 10µg Gesamt-RNA elektrophoretisch aufgetrennt und mit einer
radioaktiven, wtgag-spezifischen RNA-Sonde detektiert. Die Menge unspezifisch angefärbter 18S rRNA diente hierbei als
interne Kontrolle. (- = in Abwesenheit von Rev; + = in Anwesenheit von Rev)
C.1.1.5  Zusammenfassung
Zusammenfassend konnte in diesen Experimenten gezeigt werden, daß, im Vergleich zu
humanen und nicht-humanen Primatenzellen, die retroviralen Rev/RRE,- und CTE-
Exportmechanismen in Nagetierzellen aus bislang noch ungeklärten Gründen nicht oder nur
bedingt funktionsfähig sind. Während allerdings in den murinen Zellinien die nukleäre Stabilität
INS-haltiger wtgag RNA generell reduziert und der beobachtete, minimale „Rev-Effekt“ vermutlich
lediglich die Ursache einer erhöhten RNA-Stabilität UTR/RRE-haltiger wtgag RNA zu sein scheint,
wird in der Hamsterzellinie CHO die ohnehin nukleär stabile INS-haltige wtgag RNA im Vergleich
zu Primatenzellen nur sehr ineffizient exportiert. Aus vermutlich diesen Gründen ist die Pr55gag
Expression nach Transfektion INS-haltiger Rev-abhängiger (UTRwtgagRRE+Rev) und Rev-
unabhängiger (UTRwtgagCTE) Expressionskonstrukte in den untersuchten Nagetierzellen im
Vergleich zu den Primatenzellinien, wie z.B. H1299, 293T und COS-7, signifikant reduziert. Im
Gegensatz dazu konnte eine zelltyp,- und gewebsunspezifische, maximale Gag Expression durch
die Adaption der wtgag Kodonwahl an das von hochexprimierten Säugetiergenen (syngag) erzielt
werden. Diese nicht INS-haltige syngag RNA war in allen Zellinien nukleär stabil und wurde auch
ohne zusätzlichen retroviralen cis,-und trans-aktiven Faktoren effizient aus dem Zellkern ins
Zytoplasma transportiert. Dieses synthetische Expressionskonstrukt gewährleistet somit eine
effiziente und von viralen Faktoren unabhängige Gag Expression in unterschiedlichen
eukaryontischen Zellkultursystemen und stellt somit einen geeigneten DNA-Vakzine Kandidaten
dar.
C.1.2 Freisetzung Virus-ähnlicher Partikel (VLPs) in Nagetierzellen
Das virale gruppenspezifische Antigen wird ko-translational am N-terminalem Glyzinrest
(Gly2) myristyliert und nach Transport an die Zytoplasmamembran kovalent in der
Plasmamembran verankert (vgl. A.2). Infolgedessen werden von der Zellmembran Virus-ähnliche
Lipoproteinpartikel (VLPs; „virus-like particles“) abgeschnürt und in den Überstand freigesetzt. Die
Ausbildung von VLPs, als Folge einer transienten Gag Expression, wurde bereits für diverse
Zellkultursysteme dokumentiert (Smith et al., 1990, Mergener et al., 1992; Kräuslich et al., 1993;
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Wagner et al., 1991 und 1992; Gheysen et al., 1992; Royer et al., 1991). Im Folgenden sollte
untersucht werden, ob, im Vergleich zu humanen und nicht-humanen Primatenzellen,
Nagetierzellen prinzipiell in der Lage sind VLPs abzuschnüren. Dazu wurde nach Transfektion des
Rev-unabhängigen Expressionsvektors pc-syngag die Expression und Freisetzung Virus-ähnlicher
Partikel (VLPs) in unterschiedlichen Zellinien untersucht. Ferner sollten die freigesetzten
Lipoproteinpartikel biophysikalisch analysiert werden.
C.1.2.1 Gag Expression und Freisetzung von Pr55gag-VLPs
Nach Transfektion des Rev-unabhängigen Expressionskonstrukts pc-syngag konnte in allen
untersuchten, eukaryontischen Zellinien die Expression des HI-viralen Gag Proteins sowie die
Freisetzung von Virus-ähnlichen Pr55gag-Partikel in den Zellkulturüberstand nachgewiesen werden
(vgl. C-6, A.1 und 2).
Abbildung C-6 Gag Expression und Freisetzung Virus-ähnlicher Partikel (VLPs) in verschiedenen Zellinien. (A) Die
Zellinien (1) H1299, (2) COS-7, (3) 3T3, (4) C2C12, (5) CHO und (6) BHK wurden mit dem Expressionsvektor pc-syngag
(45µg) transfiziert. Nach 36h wurden die Überstände geerntet und die Zellysate präpariert. (A.1) Von den Zellysaten wurden
je 100µg Gesamtprotein in einem 12,5%-igem SDS-PAGE aufgetrennt und das Gag Protein mittels den p24-spezifischen
Antikörpern 16/4/2 und 13/5 im Immunoblot detektiert. Ferner wurde die Pr55gag Konzentration in den Zellysaten mittels
ELISA bestimmt (ng Pr55gag/µg Gesamtprotein). (A.2) Die Pr55gag-VLPs wurden aus dem Überstand (10ml) aufgereinigt und
je ½ der VLPs wurden anschließend in einem 12.5%-igem SDS-PAGE aufgetrennt und mit Hilfe p24-spezifischer Antikörper
(16/4/2, 13/5) im Western Blot detektiert. Ferner wurde die Pr55gag Konzentration in den aufgereinigten VLPs mittels ELISA
bestimmt (ng Pr55gag-VLPs/10ml). (B) Die verschiedenen Zellinien wurden mit pc-syngag (14µg) und, als interne Kontrolle,
mit dem Luziferase-Reporterkonstrukt pGl2-control (1µg) ko-transfiziert. 36h nach Transfektion wurde aus den Zellysaten die
exprimierte Pr55gag-Menge im ELISA quantifiziert (ng Pr55gag/µg Gesamtprotein) und die Luziferase Aktivität bestimmt
(RLU/µg Gesamtprotein). (C) Verhältnis von intrazellulärem Pr55gag Protein und extrazellulärem, freigesetzten Pr55gag
VLPs in Relation zur humanen Zellinie H1299 (= 1).
Die absolute Gag Expression korrelierte dabei, mit Ausnahme der SV-40 transformierten
COS-7 Zellen, mit der Transfektionseffizienz der entsprechenden Zellinie (vgl. C-6, B). Obwohl
das Verhältnis an freigesetzten Pr55gag-VLPs und den intrazellulär exprimierten Gag Mengen in
den verschiedenen Zellinien unterschiedlich war (vgl. Abb. C-6, C), konnte dennoch keine
allgemeingültige Inhibition der Pr55gag-Partikel Freisetzung in den Nagetierzellen nachgewiesen
werden. So war zwar, im Vergleich zur humanen Zellinie H1299, die Partikelfreisetzung in
Relation zur intrazellulären Gag Konzentration in den murinen Zellen 3T3 und C2C12 um 50%
reduziert, jedoch in der Hamsterzellinie BHK nahezu identisch mit der humanen Zellinie H1299.
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Ferner konnte für die nicht-humane Primatenzellinie COS-7 und die Hamsterzellinie CHO eine
stark reduzierte Freisetzung von VLPs nachgewiesen werden. Somit wurde indirekt gezeigt, daß
Nagetierzellen prinzipiell in der Lage sind, das Pr55gag Vorläuferprotein ko-translational mit einem
Myristylsäureanker zu versehen, das Protein an die Zytoplasmamembran zu transportieren, dort
kovalent zu verankern und partikuläre Lipoproteinpartikel (VLPs) in den extrazellulären Raum
freizusetzen.
C.1.2.2 Bestimmung der Dichte freigesetzter Pr55gag-VLPs
Zur biophysikalischen Charakterisierung der von verschiedenen Zellinien freigesetzten
Pr55gag-Partikel, wurden die VLPs aus den Zellkulturüberständen von mit pc-syngag transfizierten
Zellen über ein 30%iges Sukrosekissen vorgereinigt, und anschließend die Partikeldichte in einem
kontinuierlichen Saccharosegradienten (10-50%) bestimmt (Gleichgewichtszentrifugation). Die aus
den verschiedenen Nagetierzellen freigesetzten VLPs sedimentierten dabei in denselben
Fraktionen wie die aus der humanen Zellinie H1299 bzw. Affenzellinie COS-7 freigesetzten
Partikel (nicht gezeigt). Die Pr55gag-Partikel wiesen dabei eine homogene Dichte von 1,16 g/cm3
auf. Somit konnte gezeigt werden, daß sich die aus verschiedenen eukaryontischen Zellen
freigesetzten Pr55gag-VLPs biophysikalisch nicht unterscheiden.
C.1.3 Expression, Partikel Freisetzung und Prozessierung der Gag
und Gagpol Vorläuferproteine in Nagetierzellen
Erst kürzlich wurde veröffentlicht, daß in Nagetierzellen der zielgerichtete Transport der
Vorläuferproteine Pr55gag und Pr160gagpol an die Zytoplasmamembran gestört ist und infolgedessen
keine viralen Partikel freigesetzt werden können. Diese Ergebnisse wurden nach Infektion von
Nagetierzellen, die stabil die Rezeptoren hCD4, hCXCR4 bzw. hCCR5 sowie den Ko-Faktor
hCyclinT1 der Tat-vermittelten, viralen Transkription, exprimierten, mit VSV-G pseudotypisierten
HI-Viren bzw. Wildtyp HI-Viren erzielt (Bieniasz und Cullen, 2000; Mariani et al., 2000 und
2001). Da in den vorausgegangenen Untersuchungen allerdings gezeigt werden konnte, daß bei
Verwendung des Rev-unabhängigen Expressionskonstrukts pc-syngag die Freisetzung von Pr55gag-
VLPs in Nagetierzellen prinzipiell nicht blockiert ist, sollte im folgenden zur Aufklärung dieser
gegensätzlichen Forschungsergebnisse weitere Hinweise einer Inhibition post-translationaler,
viraler Prozesse in Nagetierzellen untersucht werden. Hierzu wurde u.a. ein synthetisches,
ebenfalls an den Kodongebrauch hochexprimierter Säugetiergene angepaßtes syngagpol (4343 bp)
Expressionskonstrukt verwendet (Dissertation Marcus Graf, 2000, IMMH Regensburg), dessen
kodierende Sequenz lediglich in dem Bereich, der für den ribosomalen Leserastersprunges
verantwortlich ist (1298-1558nt), nicht verändert wurde. Ferner sollte im Hinblick auf die
Entwicklung einer syngagpol DNA-Vakzine die effiziente Expression sowie Freisetzung und
korrekte Prozessierung der viralen Vorläuferproteine durch die virale Protease in Nagetierzellen
sichergestellt werden.
C.1.3.1 Der ribosomale Leserastersprung ist in Nagetierzellen funktionell
Eine wichtige Voraussetzung für die Entstehung infektiöser Viruspartikel ist das durch einen
ribosomalen –1 Leserastersprung (5%) nahe dem 3‘-Ende des für das Gag Protein kodierenden
Bereichs bestimmten Verhältnis (20:1) der viralen Vorläuferproteine Pr55gag und Pr160gagpol,
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welches neben den viralen Strukturproteinen für die viralen Enzyme Protease, Integrase und
Reverse Transkriptase kodiert (vgl. A.2). Die Aktivität der Protease wiederum spielt eine wichtige
Rolle bei der zeitlich regulierten Prozessierung der Vorläuferproteine und Reifung infektiöser
Viruspartikel. Im folgenden sollte untersucht werden, ob der ribosomale –1 Leserastersprung in
verschiedenen Nagetierzellen ebenfalls mit der gleichen Effizienz stattfindet, wie in humanen
Zellen. Dazu wurden diverse Zellinien mit Luziferase-Reporterkonstrukten (vgl. Abb. C-7), die von
C. Ludwig im Rahmen ihrer Diplomarbeit (1999, IMMH Regensburg) entwickelt wurden,
transfiziert und hinsichtlich ihrer Luziferase Expression, die abhängig von der Effizienz eines HI-
viralen ribosomalen Leserastersprunges ist, analysiert. Dabei konnte gezeigt werden, daß der –1
ribosomale Leserastersprung in den Primatenzellen H1299 (4,5% ±0,8), 293T (5,7% ±0,8) und
COS-7 (4,6% ±0,3) sowie den Nagetierzellen 3T3 (4,6% ±1,9), C2C12 (3,4% ±1,2), CHO (4,9%
±0,1) und BHK (3,4% ±0,7) mit einer durchschnittlichen Häufigkeit von 3-6% stattfindet. Dies
entspricht näherungsweise dem in vivo ermittelten Wert des HI-viralen ribosomalen –1
Leserastersprunges von 5%. Somit konnte gezeigt werden, daß der ribosomale Leserastersprung in
Nagetierzellen funktionell ist.
Abbildung C-7 Schematische Darstellung der Luziferase-Reporterkonstrukte zur Bestimmung der Häufigkeit des HI-viralen
–1 ribosomalen Leserastersprunges. Die Reporterkonstrukte wurden auf der Basis des pGL2-Vektors (Promega, Mannheim)
entwickelt. (1) Der pGL2-control exprimiert konstitutiv das Luziferase Gen unter Kontrolle des frühen SV40 Promotors. (2)
Das davon abgeleitete Konstrukt pGl2-fs(wt) besitzt 5‘ eine, um den für den HI-viralen –1 Leserastersprung verantwortlichen
Bereich verlängerte (1-96 nt) Region (10-96 nt), welche sowohl die „slippery“-Sequenz –UUUUUUA- (27-33 nt), als auch
die für die Ausbildung der Haarnadelschleife essentiellen Sequenzen beinhaltet (43-52; 57-66 nt). Hierbei wird nur dann
Luziferase exprimiert, wenn sich 5‘- des luc-Leserahmens ein –1 Leserastersprung ereignet. (3) Das Konstrukt pGL2-fs(0)
besitzt unmittelbar nach der „slippery“ Sequenz eine Insertion (GATC), so daß nur dann Luziferase exprimiert wird, wenn
sich kein Leserastersprung ereignet. Anderenfalls würde die Translation aufgrund eines nachfolgenden Stop-Kodons
frühzeitig beendet werden.
C.1.3.2 Intrazelluläre und intrapartikuläre Prozessierung der Pr55gag bzw.
Pr160gagpol Vorläuferproteine in Nagetierzellen
In den folgenden Experimenten sollte die Prozessierung der viralen Vorläuferproteine
Pr55gag bzw. Pr160gagpol in die Strukturproteine p17MA, p24KA, , p7NC und p6LI in Nagetierzellen
untersucht werden. Dazu wurden verschiedenen Zellinien mit dem Rev-unabhängigen,
Pr55gag/Pr160gagpol Expressionskonstrukts pc-syngagpol transfiziert und die Spaltprodukte der
Vorläuferproteine in An,- und Abwesenheit des Proteaseinhibitors Saquinavir sowohl in Zellysaten
als auch in den freigesetzten Virus-ähnlichen Partikeln mittels einem Gemisch aus p24,- sowie
p17-spezifischen Antikörpern im Western Blot untersucht (vgl. Abb. C-8, B).
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Abbildung C-8 Expression und Prozessierung der Gag bzw. Gagpol Vorläuferproteine in diversen Zellinien (A) Analyse der
Pr55gag und Pr160gagpol Expression mittels gekoppelter in vitro Transkription/Translation (Promega, Mannheim) der
Expressionsvektoren (1) pc-syngag und (2) pc-syngagpol. (B) 36h nach Transfektion der humanen Zellinie H1299, der
Primatenzellinie COS-7, der murinen Zellinien 3T3 und C2C12 sowie der Hamsterzellinien CHO und BHK-21 mit pc-
syngagpol in An (+),- bzw. Abwesenheit (-) des Proteaseinhibitors Saquinavir (10µM) wurden die in den Überstand
freigesetzten Partikel (VLP) aufgereinigt und, ebenso wie die gewonnenen Zellysate (100µg Gesamtprotein) über ein 12,5%-
iges SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt. Anschließend wurden die Gag bzw. Gagpol Vorläuferproteine sowie deren
Spaltprodukte mittels p24,- und p17-spezifische Antikörper (16/4/2, 13/5, 3H7) im Western Blot detektiert.
Wie zunächst mittels gekoppelter Transkription/Translation des Expressionskonstrukts pc-
syngagpol gezeigt werden konnte, wurde das 55kDa Gag Protein, wie auch in geringeren
Mengen, das 160kDa Gagpol Vorläuferprotein in den erwarteten Mengenverhältnissen exprimiert
(vgl. Abb. C-8, A). Des weiteren konnte nach Transfektion von pc-syngagpol in allen Zellysaten
das unprozessierte Pr55gag Polyprotein (MA-KA-p2-NC-p1-LI), das Pr41gag Intermediat (MA-KA-p2),
sowie bereits prozessiertes p24KA bzw unprozessiertes p25/26 (KA-p2) detektiert werden. Ferner
konnte in den freigesetzten Virus-ähnlichen Partikeln sowohl das vollständig durch proteolytische
Abspaltung freigesetzte Kapsidprotein p24KA als auch das Matrixprotein p17MA nachgewiesen
werden. Somit war die Prozessierung der viralen Vorläuferproteine in den freigesetzten VLPs
weitaus fortgeschrittener als die der intrazellulären Proteine. In allen Zellen konnte in
Anwesenheit des Proteaseinhibitors Saquinavir sowohl die intrazelluläre als auch intrapartikuläre
Prozessierung der Vorläuferproteine inhibiert und die sekundären Spaltprozesse, nicht aber die
Abspaltung des primären, gp41-Intermediats (MA-KA-p2) blockiert werden. Ferner konnte in
Anwesenheit von Saquinavir in den freigesetzten Partikeln neben dem Pr55gag Vorläuferprotein
nun auch das unprozessierte Pr160gagpol Polyprotein nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse
zeigen deutlich, daß die HI-viralen Vorläuferproteine Pr55gag und Pr160gagpol in den für
Primatenzellen üblichen Verhältnissen (20:1) in vivo gebildet werden, und weder die Freisetzung
von Gag- bzw Gagpol Lipoproteinpartikeln noch die Prozessierung der Vorläuferprotein in die
viralen Strukturproteine p17MA, p24KA, p7NC und p6LI, durch die virale Protease nachweislich
blockiert ist.
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C.1.4 Zusammenfassung
Die Entwicklung einer geeigneten DNA-Vakzine gegen das HI-virale gruppenspezifische
Antigen Gag (Pr55gag) setzt gegebenermaßen eine effiziente Expression in humanen Zellen voraus.
Allerdings verhindern cis-aktive, inhibitorische pre-mRNA Sequenzelemente eine effiziente Pr55gag
Expression. Durch die Verwendung verschiedener cis-aktiver RNA-Elemente (RRE, CTE) sowie
trans-aktiver Faktoren (Rev) kann dennoch die Pr55gag Expression in Primatenzellen gesteigert
werden. Die aufgrund der notwendigen Bewertung eines Vakzine Kandidaten im Mausmodell
vorgenommenen Expressionsanalysen in verschiedenen Nagetierzellen zeigten allerdings, daß
auch die Rev/RRE,- und CTE-vermittelte Expression des Pr55gag Proteins in allen untersuchten
Zelltypen stark reduziert ist. Lediglich das durch Anpassung des Kodongebrauchs an das von
hochexprimierten Säugetiergenen generierte Gen syngag erzielte in allen getesteten
Expressionssystemen eine hohe und konstante Pr55gag Expression.
Abbildung C-9. Während die Pr55gag Expression in den Nagetierzellen nach Transfektion des Rev-abhängigen Vektors UTR-
wtgag-RRE in Anwesenheit von Rev bzw. des Rev-unabhängigen Vektors UTR-wtgag-CTE im Vergleich zu humanen Zellen
und nicht-humanen Primatenzellen reduziert ist, wurde durch die Anpassung des Kodongebrauchs an das von
hochexprimierten Säugetiergenen (pc-syngag; pc-syngagpol) eine optimale Expression in allen Zellinien erzielt. Die
Abschnürung und Freisetzung von Virus-ähnlichen Partikel (VLPs), der HI-virale -1 ribosomaler Leserastersprung sowie die
Prozessierung der Gag-bzw. Gagpol Vorläuferproteine in den untersuchten Nagetierzellen waren vergleichbar mit den
humanen Zellen bzw. Primatenzellen. (FS = „frameshift“, -1 ribosomale Leserastersprung; n.d. = „not determined“, nicht
bestimmt, + gering; ++ moderat +++ maximal;  ja; - nein)
Die Verwendung dieser potentiellen DNA-Vakzine erlaubt zudem den Verzicht auf die Ko-
Expression des trans-aktive viralen Faktor Rev. Darüber hinaus wird eine erhöhte Sicherheit
gewährleistet, da der syngag Vektor kein virales RNA Verpackungssignal (Ψ) (vgl. A.2) enthält und
aufgrund der veränderten Nukleotidsequenz eine mögliche Rekombination mit HIV-Wildtyp
Sequenzen verhindert. Ferner konnte nach Transfektion von pc-syngag gezeigt werden, daß
Nagetierzellen ebenso wie humane Zellen und Primatenzellen in der Lage sind Virus-ähnliche
Partikel mit einer Dichte von 1,16g/cm3 abzuschnüren und freizusetzen. Weiterhin wurde durch
die Verwendung eines Kodon-optimierten, synthetischen syngagpol Expressionsvektors bewiesen,
daß sich weder die Expression, die Freisetzung Virus-ähnlicher Partikel sowie die Prozessierung
der HI-viralen Vorläuferproteine Pr55gag und Pr160gagpol in den untersuchten Nagetierzellen und
den Primatenzellen, d.h. den natürlichen „Wirtszellen“ des HI-Virus, unterscheidet.
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C.2 DNA-Immunisierung: vergleichende immunologische Studien
im Balb/c-Mausmodell
Die Effizienz der Immunogenität von aus dem HI-viralem gruppenspezifischem Antigen
Pr55gag abgeleiteten replikations-inkompetenten Virus-ähnlichen Lipoproteinpartikeln (VLPs)
wurde bereits in unterschiedlichen Tiermodellen bestätigt (Deml et al. 1997; Notka et al., 1999).
Im Gegensatz dazu wurden zur Entwicklung einer DNA-Vakzine gegen das virale Pr55gag Protein
bereits im Rahmen der Diplomarbeit (A.Bojak 1998, IMMH Regensburg) und in Zusammenarbeit
mit M. Graf unterschiedliche Pr55gag Expressionsvektoren kloniert, die in humanen
Zellkultursystemen detailliert charakterisiert wurden (Graf et al., 2000). Den immunologischen
Studien im Balb/c-Mausmodell vorausgehend wurden die verschiedenen Expressionskonstrukte
hinsichtlich der Pr55gag-Expression in unterschiedlichen murinen und anderen Nagetierzellinien
analysiert. Anhand dieser in Kapitel C.1 beschriebenen Experimenten konnte gezeigt werden, daß
die durch die retroviralen cis,- und trans-ständigen Exportelemente RRE/Rev bzw. CTE vermittelte
Gag Expression in den untersuchten Nagetierzellen signifikant reduziert war. Dabei konnte zudem
nachgewiesen werden, daß ausschließlich das durch Anpassung des Kodongebrauchs an das von
hochexprimierten Säugetiergenen synthetisch hergestellte Expressionskonstrukt syngag Zelltyp
unabhängig und effizient exprimiert wird. Ferner wurde demonstriert, daß die Expression des
Pr55gag Vorläuferproteins auch in Nagetierzellen und insbesondere auch in murinen Muskelzellen
zur Ausbildung und Freisetzung hoch-immunogener, partikulärer Virus-ähnlicher Partikel führt. In
der folgenden immunologischen Studie sollte die Effizienz der verschiedenen DNA-Vakzine
Kandidaten, nach i.m. Immunisierung eine Gag-spezifische humorale Immunantwort in vivo zu
induzieren, analysiert werden.
Maximale humorale Immunantwort durch Adaption des Kodongebrauchs
Weibliche Balb/c Mäuse wurden mit je 20µg bzw. 100µg der entsprechenden Plasmid-DNA
intramuskulär (Tibialis anterior) immunisiert. Je 7 Tage nach der primären Immunisierung bzw. 2
Wochen nach der ersten und eine Woche nach der zweiten Auffrischimpfung wurden die
absoluten Gag-spezifischen Ig-Titer sowie die AK-Isotypen IgG1 und IgG2a im Serum der
immunisierten Tiere bestimmt (vgl. Abb. C-10). Dabei konnte gezeigt werden, daß insbesondere
bei geringen Immunisierungsdosen (20µg) nur der synthetische Pr55gag -Expressionsvektor pc-
syngag geeignet war, konstante und hohe anti-Gag Antikörpertiter (1:1Mio.) in 100% der
Versuchstieren zu induzieren. Mit Erhöhung der verabreichten DNA-Dosis auf 100µg pro
Versuchstier konnten zwar auch nach 2 bzw. 3-maliger Immunisierung der Vektoren pc-
UTRwtgagRRE, pc-UTRwtgagRRE+pc-Rev und pc-UTRwtgagCTE in der Mehrzahl (40-80%),
jedoch nicht allen Tieren maximale AK-Titer von bis zu 1:100.000 nachgewiesen werden,
dennoch war die humorale Immunantwort geringer als nach Immunisierung von pc-syngag.
Zudem wurden erhebliche Schwankungen innerhalb der induzierten AK-Titer beobachtet. Ferner
wurden zwischen den Konstrukten pc-UTRwtgagRRE, pc-UTRwtgagRRE+pc-Rev oder pc-
UTRwtgagCTE keine signifikanten Unterschiede bezüglich der induzierten AK-Titer festgestellt,
obwohl die Anzahl positiver Versuchstiere nach Ko-Immunisierung von pc-UTRwtgagRRE und pc-
Rev geringfügig niedriger war, als nach Ko-Immunisierung von pc-UTRwtgagRRE bzw. pc-
UTRwtgagCTE und dem nicht-kodierendem Vektor pcDNA3.1. Des weiteren konnte gezeigt
werden, daß in allen Fällen bereits nach der ersten Auffrischimpfung die maximalen AK-Titer
induziert worden waren und diese durch eine wiederholte Immunisierung nicht wesentlich
gesteigert werden konnten. So war z.B. eine Dosis von 20µg pc-syngag Plasmid-DNA ausreichend,
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um eine maximale, humorale Immunantwort zu induzieren, während im Gegensatz dazu 100µg
der weniger effizienteren Vektoren pc-UTRwtgagRRE, pc-UTRwtgagRRE/Rev und pc-
UTRwtgagCTE immunisiert werden mußten, um maximale AK-Titer zu induzieren. Unabhängig
von dem jeweiligen Expressionskonstrukt, der Dosis der verabreichten Plasmid-DNA sowie der
induzierten, absoluten AK-Titer, induzierte die i.m. Immunisierung von Balb/c-Mäusen eine TH1-
polarisierte Immunantwort (IgG1 < IgG2a bzw. IgG1/IgG2a < 1).
Abbildung C-10 Humorale Immunantwort nach i.m. (tibialis anterior) Immunisierung von Balb/c-Mäusen mit (A) 20µg bzw.
(B) 100µg Gesamt-Plasmid DNA ((1) pcDNA3.1. (mock), (2) pc-UTRwtgagRRE/pcDNA3 (2:1), (3) pc-
UTRwtgagRRE/pCsREVsg25GFP (2:1), (4) pc-UTRwtgagCTE/pcDNA3 (2:1) und (5) pc-syngag/pcDNA3 (2:1)). Die Seren
wurden 7 Tage nach Primärimmunisierung, 2 Wochen nach der 1. Auffrischimpfung (1.Boost) und 1 Woche nach der dritten
Immunisierung (2. Boost) gewonnen. Die absoluten Gag-spezifischen Ig-Antikörper Titer, sowie der AK Isotypen, IgG1 und
IgG2a der einzelnen Seren wurde mittels ELISA (reziproker Endpunkt-ELISA Titer log10) bestimmt.
Zusammenfassung
Zusammenfassend konnte in diesem initialen Immunisierungsexperiment im Balb/c
Mausmodell durch eine intramuskulären (tibialis anterior) Verabreichung nackter Plasmid-DNA,
die hohe Immunogenität des Kodon-optimierten Pr55gag-Expressionskonstrukts (pc-syngag) im
Vergleich zu herkömmlichen (pc-UTR-wtgag-RRE/Rev) bzw. alternativen Pr55gag-
Expressionsmodulen (pc-UTR-wtgag-CTE) verdeutlicht werden. Diese hohe Immunogenität ist
dadurch gekennzeichnet, daß bereits geringe Mengen an Plasmid-DNA ausreichend waren, um
bereits  nach der zweiten Immunisierung in allen Versuchstieren maximale Gag-spezifische AK-
Titer (1:1Mio.) zu induzieren. Im Vergleich mit den Expressionsversuchen in vitro wird deutlich,
daß die Immunogenität des entsprechenden Expressionsvektors in vivo direkt mit der
Expressionstärke des jeweiligen Gens korreliert. In allen Fällen induzierte die i.m. Immunisierung
eine TH1-polarisierte Immunantwort, die auf eine ebenfalls effiziente, zelluläre Immunantwort
schließen läßt. Durch die Verwendung des synthetischen gag Gens kann zudem auf die Ko-
Expression des viralen, transaktiven Proteins Rev verzichtet werden. Die zusätzlich durch den
Verzicht viraler Wildtyp Sequenzen verbundenen Sicherheitsvorteile, bei gleichzeitiger erhöhten
Immunogenität machten den Kodon-optimierten Expressionsvektor pc-syngag zu einem
attraktiven HIV/AIDS-Vakzinekandidat.
primär
100
101
102
103
104
105
106
107
mock UTR
wtgag
RRE
+
REV
syngagUTR
wtgag
RRE
UTR
wtgag
CTE
re
zi
pr
ok
er
 A
K
-T
ite
r (
lo
g 1
0)
100
101
102
103
104
105
106
107
re
zi
pr
ok
er
 Ig
 T
ite
r (
lo
g 1
0)
A
B
mock UTR
wtgag
RRE
+
REV
syngagUTR
wtgag
RRE
UTR
wtgag
CTE
1.Boost
mock UTR
wtgag
RRE
+
REV
syngagUTR
wtgag
RRE
UTR
wtgag
CTE
2.Boost IgG1/IgG2a
(2.Boost)
0.0
0.5
1.0
1.5
2.0
1 2 3 4 5
Ig
G
1/
Ig
G
2a
0.0
0.5
1.0
1.5
2.0
1 2 3 4 5
Ig
G
1/
Ig
G
2a
1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
58
C.3 Immunogenität der pc-syngag DNA-Vakzine im Balb/c-
Mausmodell
Wie bereits in Kapitel C.2 gezeigt werden konnte, induziert eine i.m. Verabreichung nackter
pc-syngag Plasmid-DNA eine effiziente TH1-polarisierte, Gag-spezifische humorale Immunantwort
im Balb/c-Mausmodell. Zur weiteren immunologischen Charakterisierung dieses potentiellen
DNA-Vakzine Kandidaten sollten im folgenden nicht nur die humoralen sondern auch die
zellulären Parameter im Balb/c-Mausmodell detailliert untersucht werden. Ferner sollten
unterschiedliche Immunisierungsrouten (i.m. versus s.k.) und Verabreichungsformen (nackte
Plasmid-DNA versus liposomale DNA) hinsichtlich der Effizienz und Eigenschaften der induzierten
Immunantwort miteinander verglichen werden. Die Immunogenität der DNA-Vakzine sollte des
weiteren der nach Immunisierung mit herkömmlichen, partikulären Pr55gag Proteinantigenen
(VLPs) induzierten Immunantwort gegenübergestellt werden.
C.3.1 Immunogenität der pc-syngag DNA-Vakzine
C.3.1.1 Dosisabhängigkeit der humoralen Immunantwort
Zur Bestimmung der Dosisabhängigkeit der humoralen Immunantwort wurden zunächst je
5 Balb/c-Mäuse 3x im Abstand von 3 Wochen mit unterschiedlichen Mengen des pc-syngag
Vektors i.m. (Tibialis anterior) immunisiert. Zwei Wochen nach der primären Immunisierung sowie
zwei Wochen nach der ersten bzw. eine Woche nach der zweiten Auffrischimpfung wurden die
Gag-spezifischen Ig-Titer sowie die Titer der AK-Subtypen, IgG1 und IgG2a, bestimmt (vgl. Abb.
C-11). Dabei konnte gezeigt werden, daß die AK-Titer unabhängig von der verabreichten DNA-
Dosis durch eine zweite Immunisierung (1.Boost) um das ca. 50 bzw. das 100-fache gesteigert
wurden. Eine weitere Auffrischimpfung (2.Boost) hatte dagegen nur eine geringe Steigerung der
humoralen Immunantwort zur Folge (Faktor 5-10). Obwohl bereits 20µg Plasmid-DNA
ausreichten, um nach der ersten Auffrischimpfung Gag-spezifische Antikörper Titer von ca.
1:80.000 zu induzieren, konnte zum selben Zeitpunkt nach Immunisierung von 50µg DNA
bereits die 4-fache (ca. 1:300.000) und nach Immunisierung von 100µg die 9-fache (ca.
1:700.000) Menge Gag-spezifischer Ig Antikörper detektiert werden. Die Verabreichung von
mehr als 100µg Plasmid-DNA hatte dagegen keinen nennenswerten Einfluß auf die AK-Titer
mehr. Ferner konnte durch die Bestimmung der AK-Subtypen und deren Verhältnisse
(IgG1/IgG2a) gezeigt werden, daß zu allen gemessenen Zeitpunkten die induzierte Immunantwort
unabhängig von der Menge der verabreichten Plasmid-DNA TH1-bzw. in Einzelfällen gemischt
TH1/TH2 polarisiert war.
C.3.1.2 Humorale und zelluläre Immunantwort
Zur weiteren Untersuchung der Immunogenität der pc-syngag Plasmid-DNA in vivo wurden
jeweils 10 Balb/c-Mäuse 3x im Abstand von 3 Wochen mit je 100µg pc-syngag i.m. (Tibialis
anterior) immunisiert und die humorale und zelluläre Immunantwort detailliert analysiert (vgl.
Abb. C-12). Wie auch in dem vorangegangenem Experiment wurden die absoluten Gag-
spezifischer Ig-Titer durch eine zweite Immunisierung um ca. das 50-100-fache sowie durch eine
zweite Auffrischimpfung lediglich um das 5-fache gesteigert. Die maximalen AK-Titer nach der
dritten Immunisierung betrugen durchschnittlich 1:500.000. In allen Fällen wurde eine gemischte
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TH1/TH2 polarisierte Immunantwort induziert, die durch identische Titer der AK-Isotypen IgG1
und IgG2a charakterisiert ist.
Abbildung C-11 Dosisabhängigkeit der durch i.m. Immunisierung von Balb/c-Mäusen induzierten humoralen Immunantwort.
(A) Anti-Gag spezifische Ig-Titer 7 Tage nach der Primärimmunisierung, 2 Wochen nach der Auffrischimpfung (1.Boost) und
eine Woche nach der dritten Immunisierung (2.Boost) von je 20µg, 50µg 100µg und 180µg pc-syngag Plasmid-DNA. (B)
Anti-Gag spezifische IgG1,- und IgG2a-Titer immunisierter, positiver Balb/c-Mäuse.
Eine Woche nach der letzten Immunisierung wurden die Milzen präpariert,
Einzelzellkulturen von Spenozyten gewonnen und die zellulären Parameter nach in vitro
Restimulation mit spezifischen Antigenen analysiert. Die Bestimmung der zytotoxischen CD8+ T-
Zellreaktivitäten der Milzzellpopulationen ergab, daß ca. 40% (E:T Ratio: 100:1) der murinen
P815 Zielzellen, welche das MHC-Klasse I (H-2Kd) restringierte Peptid A9Ip24 (AMQMLKETI) auf
der Oberfläche präsentierten, von spezifischen CD8+ zytotoxischen T-Zellen erkannt und
infolgedessen lysiert wurden (vgl Abb C-12, B). Geringfügig niedrigere ZTL Aktivitäten (ca. 30-35%
spezifische Lyse) wurden für ein weiteres MHC-Klasse I (H-2Ld) restringiertes Peptid, E10Fp24
(EPFRDYVDRF), ermittelt. Diese Lyse war spezifisch für die Peptide A9Ip24 und E10Fp24, da P815
Zellen, die nicht (P815(-)) oder mit einem unspezifischem Peptid (R10IV3) gepulst worden waren,
nicht lysiert wurden. Somit wurden durch eine 3-malige i.m. Immunisierung der pc-syngag DNA-
Vakzine Gag-spezifische CD8+ zytotoxische T-Zellen in vivo induziert. Weiterhin wurden die
Splenozyten mit verschiedenen Gag-spezifischen Antigenen, wie z.B. Virus-ähnlichen Gag
Partikeln (VLPs), rekombinantem p24KA Antigen oder MHC-Klasse I restringierten Peptiden, in
vitro restimuliert, und die Freisetzung verschiedener Zytokine in den Überstand mittels ELISA
quantitativ bestimmt. Da jedes Zytokin i.d.R. von einem bestimmtem Zelltyp produziert wird, gibt
die Zusammensetzung der Zytokine nach in vitro Restimulation Aufschluß über die durch die
Immunisierung induzierten zellulären Aktivitäten. So sezernieren differenzierte TH1-Zellen nach in
vitro Restimulation zum Beipiel große Mengen an IFN-γ und IL-2, während differenzierte TH2
Zellen Il-5, Il-10, IL-13 und geringe Mengen IL-6 freisetzen. Ferner kann IFN-γ neben TH1-Zellen
ebenfalls von aktivierten CD8+ ZTLs, sowie unspezifisch von NK-Zellen sezerniert werden.
Restimulierte B-Zellen setzen ebenfalls detektierbare Mengen an IL-6 und IL-12 frei, während
Antigen-präsentierende Zellen (APZ) eine Vielzahl von Zytokinen, wie z.B. IL-12, Il-6, TNF-α
sezernieren. Nach in vitro Stimulation der Splenozyten mit VLPs bzw. rekombinantem p24KA
konnte vorwiegend IFN-γ und in vergleichweiser geringen Konzentration die Zytokine Il-6, IL-2
und IL-10, nicht aber IL-12, IL-4 oder IL-5 im Überstand nachgewiesen werden (vgl. Abb. C-12,
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C). Nach in vitro Stimulation der Zellen mit den MHC-Klasse I restringierten Peptiden A9Ip24 und
E10Fp24 wurde lediglich IFN-γ detektiert. Anhand dieser Ergebnisse konnte verdeutlicht werden,
daß durch eine 3-malige i.m. Immunisierung der pc-syngag DNA-Vakzine vorwiegend eine Gag-
spezifische zelluläre TH1 (IFN-γ, IL-2) und auch eine TH2 (IL-6, IL-10)-polarisierte Immunantwort
in vivo induziert worden war.
Abbildung C-12. Gag-spezifische humorale und zelluläre Immunantwort nach 3-maliger i.m. Immunisierung von je 100µg
pc-syngag Plasmid-DNA. (A) Absolute Gag-spezifische Ig-Titer (linke Grafik) bzw. absolute Titer der AK-Isotypen, IgG1 und
IgG2a (linke Grafik), vor (mock) bzw. 7 Tage nach der ersten Immunisierung (primär), 2 Wochen nach der ersten
Auffrischimpfung (1.Boost) und eine Woche nach der dritten Immunisierung (2.Boost) (B) Gag-spezifische CD8+
zytototoxische T-Zellantworten von Milzzellen eine Woche nach der dritten Immunisierung: bestimmt wurden hierbei die
spezifische Lyse der mit den Peptiden A9Ip24/1 (40%), E10Fp24/1 (30%) und R10IV3/IIIB (0%, Kontrolle) „gepulsten“ P815
Zielzellen im „51Cr-Release Assay“. (C) Quantifizierung der Sekretion von IFN-γ, IL-6, IL-2, IL-10, IL-12, IL-4 und IL-5
nach in vitro Restimulation der Splenozyten (48h) mit VLPs (1µg bzw. 5µg), rekombinantem p24KA (3µg) und den ZTL-
spezifischen Peptiden A9Ip24/1, E10Fp24/1 und R10IV3/IIIB (10µM).
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C.3.1.3 Dauer der induzierten Immunantwort
In einem weiteren Versuchsansatz sollte die Dauer der induzierten Immunantwort
untersucht werden. Dazu wurden je 5 Balb/c Mäuse 3x im Abstand von 3 Wochen mit je 50µg
pc-syngag Plasmid-DNA i.m. (tibialis anterior) immunisiert. Anschließend wurde der zeitliche
Verlauf der induzierten Gag-spezifischen AK-Titer sowie die zellulären T-Zell Reaktivitäten bis zu
3 Monaten nach der letzten Immunisierung analysiert (vgl. Abb. C-13) Dabei konnte gezeigt
werden, daß nach 3-maliger, initialer Immunisierung die induzierten Gag-spezifischen AK-Titer
über den gemessenen Zeitraum von 3 Monaten relativ konstant waren. Ebenso konnten in den
Milzen immunisierter Mäuse Gag-spezifische, reaktive CD8+ zytotoxische T-Zellen detektiert
werden (25%). Aufgrund der ermittelten Verhältnisse der AK-Subtypen (IgG1:IgG2a) kann man
schließen, daß sich die durch i.m. Injektion von nackter Plasmid-DNA induzierte TH1-polarisierte
Immunantwort über die Zeit deutlicher manifestiert.
Abbildung C-13 Dauer der durch i.m. (tibialis anterior) DNA-Vakzinierung von 50µg pc-syngag induzierten Gag-
spezifischen humoralen und zellulären Immunantwort. (A) Absolute Gag-spezifische Ig-Titer von nicht immunisierten (?)
und mit pc-syngag immunisierten Balb/c-Mäusen (?) in Woche 0, 2, 5, 7 und 20 nach den einzelnen Immunisierungen (?).
(B) Verhältnis der absoluten Gag-spezifischen Titer der AK-Isotypen (IgG1:IgG2a) vor (W0) bzw. zwei Wochen nach der
ersten Immunisierung (W2), 2 Wochen nach der zweiten Immunisierung (W5) sowie eine Woche (W7) bzw. 3 Monate nach
der dritten Immunisierung (W20). (C) CD8+ ZTL-spezifische Lyse von mit MHC-Klasse I restrinigertem Peptid A9Ip24/1
„gepulsten“ P815 Zielzellen eine Woche bzw. 13 Wochen (ca. 3 Monate) nach der dritten Immunisierung.
C.3.1.4 Zusammenfassung
Zusammenfassend konnte in diesen Experimenten gezeigt werden, daß bereits geringe
Mengen (z.B. 20µg) der Kodon-optimierten pc-syngag Plasmid-DNA ausreichten, um nach
intramuskulärer Verabreichung (tibialis anterior) effiziente Immunantworten zu induzieren. Dabei
korrelierte bis zu einer Dosis von ca. 100µg Plasmid-DNA die immunisierte Menge an DNA mit
der Stärke der induzierten Immunantwort in vivo. Die Immunisierung von pc-syngag induzierte
dabei sowohl eine starke humorale als auch zelluläre Immunantwort, die durch hohe Mengen
Gag-spezifischer Antikörper-Titer im Serum (maximaler Ig-Titer von 1:1Mio) sowie Gag-
spezifische Reaktivitäten von CD4+ T-Helfer Lymphozyten und CD8+ zyototxischer T-Zellen (30-
40% Lyse bei einer E:T Ratio von 100:1) in der Milz immunisierter Balb/c-Mäuse charakterisiert
ist. Bereits eine einmalige Auffrischimpfung 3 Wochen nach der Primärimmunisierung war
ausreichend, um eine maximale Immunantwort zu erzielen. Ferner konnte gezeigt werden, daß
die durch 3-malige DNA-Immunisierung induzierte humorale, als auch die zellulären
Immunantwort über einen Zeitraum von mehreren Monaten detektierbar und relativ stabil waren.
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C.3.2 Einfluß interner CpG-Motive auf die Immunogenität der
syngag DNA-Vakzine
Bereits in den 80-iger Jahren konnte gezeigt werden, daß bakterielle DNA in Vertebraten
vielfältige immunstimulatorische Reaktionen hervorrufen kann (Messina et al., 1991). Diese
immunstimulatorischen Eigenschaften wurden auf unmethylierte CpG Sequenzmotive (5‘-X-Pur-
Pur-CpG-Pyr-Pyr-X-3‘) zurückgeführt (Krieg et al., 1996, Klinman et al., 1996). Durch die
Adaption des Kodongebrauchs des HI-viralen gag Gens an das von hochexprimerter
Säugetiergene (syngag) wurde auch der Anteil von G/C Dinukleotiden, welche in Prokaryonten
mit einer statistischen Häufigkeit von 1/16 auftreten, in Säugetierzellen allerdings stark
unterrepräsentiert sind, um ca. 30% erhöht. Dadurch würden potentielle, immunstimulatorische
CpG-Motive generiert, die wesentlich zur Immunogenität der pc-syngag DNA-Vakzine beitragen
könnten. Zur Überprüfung dieser Theorie wurde im Rahmen der Diplomarbeit von S. Steck
(1999, IMMH Regensburg) mittels in vitro Mutagenese ein vergleichbares Pr55gag exprimierendes
Gen hergestellt, in dem alle CpG-Motive durch stille Nukleotidmutationen zersört wurden (pc-
syngag∆CpG). In den nachfolgenden Experimenten sollte die Expression in vitro wie auch die
immunogenen Eigenschaften der pc-syngag und pc-syngag∆CpG Plasmid-DNA im Mausmodell
analysiert und untereinander vergleichen werden (vgl. Abb. C-14).
Abbildung C-14. Einfluß interner CpG-Motive innerhalb der kodiernden Sequenz von pc-syngag auf die Expression in vitro
und die Immunogenität in vivo (A) Gag Expression und Freisetzung von Pr55gag-Partikeln 36h nach Transfektion der
murinen Zellinie C2C12 mit (1) pcDNA.3, (2) pc-syngag und.(3) pc-syngag∆CpG. Je 100µg der Zellysate bzw. 1/2 Vol. der aus
dem Überstand (10ml) aufgereinigten Pr55gag-VLPs wurden über eine 12,5%-ige SDS-PAGE aufgetrennt und die Proteine
im Immunoblot mit p24/55-spezifischen Antikörpern (16/4/2, 13/5) detektiert. (B) Absolute Gag-spezifische Ig-Titer (linke
Grafiken) und AK-Titer der Isotypen IgG1 und IgG2a (rechte Grafiken) 2 Wochen nach der zweiten (1. Boost) bzw. eine
Woche nach der dritten (2. Boost) i.m. Immunisierung (Tibialis anterior) von je 80µg pcDNA.3 (?), pc-syngag (?) und pc-
syngag∆CpG (?). (C) IFN-γ Sekretion von mit 10µg VLPs in vitro restimulierten Splenozyten (obere Grafik) sowie
spezifische Lyse von mit A9Ip24/1 „gepulsten“ P815 Zellen durch reaktive zytotoxische CD8+ T-Zellen (untere Grafik) eine
Woche nach der dritten i.m. Immunisierung.
Nach Transfektion der murinen Myoblastenzellinie C2C12 mit pc-syngag bzw. pc-
syngag∆CpG wurden sowohl identische Gag Expressionsraten als auch identische Mengen an in
den Überstand freigesetzten Virus-ähnlicher Pr55gag-Partikeln nachgewiesen. Ferner konnte im
Balb/c-Tiermodell gezeigt werden, daß sich nach 3-maliger i.m. Immunisierung  von je 80µg
Plasmid-DNA im Abstand von 3 Wochen weder die absoluten Gag-spezifischen Antikörper Titer
(1:140.000), das Verhältnis der Antikörper-Isotpyen (IgG1 < IgG2a), die Menge des nach in vitro
Restimulation von Splenozyten freigesetzten Zytokins IFN-γ (23ng/ml), als auch die induzierte
zytotoxische CD8+ T-Zellantwort (23%) wesentlich voneinander unterscheiden. Aus diesem
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Ergebnis läßt sich schließen, daß die CpG-Motive innerhalb des gag kodierenden Bereichs des pc-
syngag Plasmids keinen Einfluß auf die Immunogenität der pc-syngag DNA-Vakzine besitzen
(Deml et al., 2001).
C.3.3 Vergleich unterschiedlicher Immunisierungsrouten und
Verabreichungsformen der syngag DNA-Vakzine
C.3.3.1 Injektion der Plasmid-DNA in unterschiedliches Muskelgewebe
In einem initialen Versuch, wurden 3x im Abstand von 3 Wochen je 50µg bzw. 100µg der
pc-syngag Plasmid-DNA in unterschiedliches Muskelgewebe injiziert und die induzierten Gag-
spezifischen Ig-Titer nach der ersten und zweiten Auffrischimpfung analysiert und verglichen.
Dabei konnte gezeigt werden, daß nach i.m. Verabreichung der Plasmid-DNA in den
Oberschenkelmuskel (quadriceps sp.) die Antikörper Titer erheblich streuten und im Vergleich zu
der Injektion der Plasmid DNA in den Schienbeinmuskel (tibialis anterior, TA) drastisch reduziert
waren. So waren z.B. die absoluten AK-Titer nach Injektion von je 50µg in den TA Muskel um
den Faktor 1.000 (1. Boost) bzw. 100 (2.Boost) höher, als nach Injektion der gleichen Menge
DNA in den hinteren Oberschenkelmuskel. Dennoch wurde unabhängig von der
Immunisierungsroute und der Dosis der verabreichten DNA eine TH1-polarisierte Immunantwort
induziert (nicht gezeigt).
C.3.3.2 Subkutane (s.k.) versus intramuskuläre (i.m.) DNA-Immunisierung
In einem weiteren Versuchsansatz wurde die subkutane (s.k.) mit der intramuskulären (i.m.)
Applikation (tibialis anterior) nackter Plasmid-DNA verglichen. Dazu wurden die Versuchstiere 3x
im Abstand von 3 Wochen mit je 50µg pc-syngag Plasmid-DNA s.k. bzw. i.m. immunisiert und
die Gag-spezifische humorale sowie zelluläre Immunantwort zu den angegebenen Zeitpunkten
analysiert (vgl. Abb. C-15). Dabei konnte gezeigt werden, daß sich die durch s.k. und i.m. DNA-
Immunisierung induzierten Gag-spezifischen humoralen Immunantworten nur geringfügig
unterscheiden. So konnte z.B. beobachtet werden, daß die s.k. im Vergleich zur i.m.
Immunisierung eine leicht verzögerte humorale Immunantwort induziert, obwohl die maximalen
Gag-spezifischen Ig-Titer nach der dritten Immunisierung identisch waren. So wurden z.B. nach
der s.k. Primärimmunisierung lediglich in 2 von 5 Mäusen (20%) spezifische Antikörper detektiert,
während bei der i.m. Immunisierung in bereits 4 von 5 Tieren (80%) eine effiziente humorale
Immunantwort induziert worden war. Dennoch induzierte sowohl die s.k. Immunisierung als auch
die i.m. Immunisierung nackter Plasmid-DNA eine gemischte TH1/TH2,- bzw. vorwiegend TH1-
polarisierte Immunantwort (IgG1<IgG2a). Ferner konnten keine gravierenden Unterschiede in der
Induktion reaktiver A9Ip24-spezifischer CD8+ T-Lymphozyten in vivo detektiert werden, obwohl in
den aus s.k. immunisierten Mäusen isolierten Splenozyten eine geringfügig höhere ZTL-spezifische
Lyse (46%) als in den i.m. immunisierten Tieren, (41%) gemessen wurde. Erstaunlicherweise, war
jedoch die Menge an freigesetztem IFN-γ nach in vitro Restimulation der Splenozyten mit
verschiedenen Gag-spezifischen Antigenen nach s.k. DNA-Immunisierung deutlich reduziert
(Faktor 4-5).
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Abbildung C-15 Vergleich von s.k. und i.m. DNA-Immunisierung. Weibliche Balb/c-Mäuse wurden 3x im Abstand von 3
Wochen mit je 50µg pc-syngag Plasmid-DNA i.m. (tibialis anterior, ?) bzw. subkutan (s.k.) am Schwanzansatz (?)
immunisiert. (A) Absolute Gag-spezifische Ig-Titer (linke Grafiken) sowie das Verhältnis der AK-Isotypen (IgG1/IgG2a) vor
(W0) bzw. 7 Tage nach der primären (W2), 2 Wochen nach der zweiten (W5) sowie eine Woche nach der dritten (W7)
Immunisierung (?). (B) Gag-spezifische zelluläre Immunantwort eine Woche nach der dritten Immunisierung: (1) Gag-
spezifische Lyse von mit MHC-Klasse I restrinigertem Peptid A9Ip24/1 „gepulsten“ P815 Zellen durch reaktive zytotoxische
CD8+ T-Zellen der Milz, (2) IFN-γ Sekretion von mit Pr55gag-VLPs in vitro restimulierten Splenozyten, (3) IFN-γ Sekretion
von mit rekombinantem p24KA in vitro restimulierten Splenozyten. (mock = mit pC-HBsAg (Schirmbeck R., Ulm)
immunisierte Balb/c-Mäuse)
C.3.3.3 Immunisierung „nackter“ Plasmid-DNA versus Lipid-komplexierter
DNA (Liposomen)
In den folgenden Experimenten sollte der Einfluß unterschiedlicher Verabreichungsformen
in Kombination mit unterschiedlichen Immunisierungsrouten auf die Immunogenität der pc-
syngag DNA-Vakzine untersucht werden. Hierfür wurde die Applikation der „nackten“ DNA in
gepufferter Salzlösung (PBS) mit der liposomalen Immunisierung, bei der die Plasmid-DNA mit
DOTAP-Liposomen sowie dem Polykation Protamin komplexiert wurde, verglichen. In bislang
drei unabhängigen Studien im Balb/c-Mausmodell wurde die Effizienz der liposomalen
Immunisierung getestet und die Formulierung der Liposomen weiterentwickelt und verbessert.
Die Versuche, deren gegenwärtigen Ergebnisse in diesem Kapitel zusammengefaßt sind, wurden
in enger Zusammenarbeit mit Prof. Dr. K.Überla (Universität Bochum) durchgeführt, der für die
Entwicklung und Bereitstellung der Liposomen verantwortlich war.
In einem der ersten Experimente konnte gezeigt werden, daß eine 3-malige liposomale i.v.
Immunisierung, im Gegensatz zur liposomalen i.d. bzw. i.m. Immunisierung, bei denen lediglich
in 2 von 8 Mäusen (25%) Gag-spezifische Antikörper nachgewiesen werden konnten, in allen
Versuchstieren effiziente und konsistente Gag-spezifische AK-Titer induzierte. Dennoch waren die
maximale Titer der liposomalen i.v. Immunisierung um den Faktor 100 niedriger als eine
entsprechende i.m. Immunisierung nackter Plasmid-DNA. Nach veränderter Formulierung der
Lipid/DNA-Komplexe wurden abermals Balb/c-Mäuse 3x im Abstand von 3 Wochen auf
unterschiedlichem Wege immunisiert und die induzierten Immunantworten analysiert. In diesem
Versuchsansatz konnten lediglich bei denjenigen Versuchtieren Gag-spezifische Antikörper
nachgewiesen werden, die i.m. mit nackter Plasmid-DNA immunisiert worden waren.
Dementsprechend konnte auch nur in i.m mit Plasmid-DNA immunisierten Mäusen effiziente,
zytotoxische CD8+ T-Zell Antworten (43% spezifische Lyse bei einer E:T Ratio von 50:1) in den
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Milzzellen detektiert werden. Dennoch wurde eine schwache, jedoch detektierbare Gag-
spezifische, lytische Aktivität in den Splenozytenpopulation von liposomal i.v. immunisierten
Tieren nachgewiesen (13%). Auch nach in vitro Restimulation der Splenozyten mit
unterschiedichen Gag-spezifischen Antigenen konnten lediglich in denjenigen Mäusen, die i.m.
mit nackter Plasmid-DNA oder i.v. mit liposomaler DNA immunisiert worden waren, die
Freisetzung von IFN-γ detektiert werden.
Abbildung C-16 Vergleich der Immunogenität von „nackter“ Plasmid-DNA und liposomaler DNA-Immunisierung. (A)
Absolute Gag-spezifische Ig-Titer nach 3-maliger Immunisierung mit den angegebenen Mengen, Applikationsformen und
Routen der pc-syngag DNA-Immunisierung (Immunisierungsstudie I). (B) Spezifische Lyse von mit MHC-Klasse I
restrinigertem Peptid A9Ip24/1 „gepulsten“ P815 Zielzellen durch CD8+ zytotoxische T-Zellen der Milz von mit (1) pC-Luc,
(2) mit pc-syngag/i.m., (3) mit liposomaler pc-syngag/i.m., (4) mit liposomaler pc-syngag/i.v. und (4) mit liposomaler pc-
syngag/s.k. immunisierten Balb/c-Mäusen (Immunisierungstudie II). (C) IFN-γ Sekretion der in vitro restimulierten
Splenozyten von mit (1) Pr55gag-VLPs, (2) mit rekombinantem p24KA und (3) mit MHC-I restringierten Peptiden A9Ip24/1,
E10Fp24/1 und R10IV3/IIIB (Immunisierungstudie II). (D) Absolute Gag-spezifische Ig-Titer (linke Grafik) und das Verhältnis
der AK-Isotypen (IgG1/IgG2a) (rechte Grafik) nach 3-maliger Immunisierung mit den angegebenen Mengen,
Applikationsformen und Routen der pc-syngag DNA-Immunisierung (Immunisierungsstudie III). (E) Nach 3-maliger i.m., i.v
oder i.d. (footpad) Immunisierung von je 50µg nackter bzw. liposomaler pC-Luc bzw. pc-syngag (schwarze Balken) Plasmid-
DNA wurde die Größe und das Gewicht der entnommenen Milzen eine Woche nach der dritten Vakzinierung bestimmt. (F)
24h nach einer einmaligen i.v. Injektion von 50µg liposomaler pC-Luc Plasmid-DNA (Luziferase-Reporter) wurde die
Luziferase Expression (RLU/µg Gesamtprotein) in den Lungen der immunisierten Balb/c-Mäuse bestimmt. (mock = mit pC-
Luc immunisierte Balb/c-Mäuse)
Nach erneuter Verbesserung konnte in einer dritten Immunisierungsstudie letztendlich die
liposomale Formulierung soweit optimiert werden, daß bereits 5µg Plasmid-DNA, komplexiert mit
DOTAP/Protamin ausreichten, um durchschnittlich zumindest dieselben bzw. bereits um den
Faktor 4 höhere Antikörper-Titer zu induzieren, wie die 10-fache Menge (50µg) i.m. (tibialis
anterior) injizierter, nackter Plasmid-DNA. Die i.v. Applikation (1:86.000) erzielte im Vergleich zur
i.m. (1:36.000) bzw. s.k. Immunisierung (1:12.000) von liposomaler DNA die höchsten, absoluten
Gag-spezifischen AK-Titer. Zudem konnte gezeigt werden, daß die i.m. und s.k. Immunisierung
liposomaler DNA eine TH2-polarisierte Immunantwort (IgG1:IgG2a>1) induzierte, während im
Gegensatz dazu sowohl die liposomale i.v. Immunisierung als auch die i.m. Immunisierung
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nackter Plasmid-DNA eine TH1-polarisierte Immunantwort (IgG1:IgG2a>1) generierte.
Interessanterweise konnte zusätzlich beobachtet werden, daß nach wiederholter Verabreichung
liposomaler DNA-Komplexe, nicht aber nach Immunisierung von nackter Plasmid-DNA, die
Milzen der immunisierter Tiere das doppelte Gewicht besaßen und sich um das 2-fache
vergrößert hatten. Im Zusammenhang mit der erhöhten Sterblichkeitsrate immunisierter Tiere,
deutet dies auf mögliche toxische Eigenschaften der Liposomen hin. Weitere
Immunisierungsstudien, in denen die immunogenen Eigenschaften der liposomal verabreichten
DNA detailliert charakterisiert werden soll, sind bereits in Planung.
C.3.3.4 Zusammenfassung
Zusammenfasend wurde deutlich, daß eine i.m DNA-Immunisierung der hinteren
Schienbeinmuskeln (tibialis anterior) narkotisierter Balb/c-Mäuse hinsichtlich der
Reproduzierbarkeit, Konsistenz und Effizienz der induzierten Immunantwort besser geeignet ist,
als eine i.m. Immunisierung in den Oberschenkelmuskel (qadriceps. sp.). Zudem konnte gezeigt
werden, daß das Auftreten Gag-spezifischer AK-Titer bei einer s.k. DNA-Immunisierung
gegenüber der i.m. Immunisierung leicht verzögert ist. Dennoch waren die absoluten Gag-
spezifischen Ig-Titer sowie die p24-spezifischen CD8+ zyotoxischen T-Zellreaktivitäten nach 3-
maliger Immunisierung identisch. Mit schrittweise optimierten Verfahrenstechniken konnte ferner
gezeigt werden, daß, weitgehend unabhängig von der Immunisierungsroute (i.v., i.m., s.k.), bei
einer Immunisierung von mit Liposomen (DOTAP/Protamin) komplexierter Plasmid-DNA, im
Vergleich zur i.m. Immunisierung nackter Plasmid-DNA in gepufferter Salzlösung, bereits eine 10-
fach geringere Menge DNA ausreicht, um eine ebenso effiziente Gag-spezifische humorale
Immunantwort in vivo zu induzieren.
C.3.4 DNA-Vakzine versus Immunisierung Virus-ähnlicher Partikel
Das HI-virale Pr55gag Polyprotein beinhaltet allein alle Eigenschaften, um partikuläre Pr55gag-
Lipoproteinpartikel von der Zellmembran abzuschnüren und in den extrazellulären Raum
freizusetzen (Brand et al., 1995, Wagner et al., 1994). In verschiedenen Tiermodellen konnte
darüberhinaus die hoch-immunogenen Eigenschaften dieser exogen verabreichten, partikulären
Antigene, charakterisiert durch die Induktion effizienter humoraler als auch zellulärer
Immunantworten, demonstriert werden (Deml et al. 1997, Notka et al. 1999, Kong et al., 1999,
Luo et al., 1992, Rovinski et al. 1992). Zusätzlich konnten ausgewählte immunogene und
konservierte Domänen viraler Antigene, wie z.B. die HI-virale V3-Schleife, an verschiedenen
Stellen zusätzlich inseriert werden ohne die Ausbildung und Freisetzung von VLPs zu behindern
(Wagner et al. 1994). Die hohe und zugleich leichte Expression in mit rekombinanten Baculoviren
infizierten Insektenzellen, sowie die schnelle Aufreinigung großer Mengen der Lipoproteinpartikel
aus dem Zellkulturüberstand sind ideale Vorraussetzungen für einen potentiellen HIV/AIDS-
Impfstoffkandidaten. In den folgenden Versuchen sollte die Immunogenität der pc-syngag DNA-
Vakzine mit der der Pr55gag-Virus-ähnlichen Partikel (VLPs) im Balb/c-Mausmodell kritisch
miteinander verglichen werden.
C.3.4.1  Vergleichende „DNA-Prime/Protein-Boost“-Strategien
Zum Vergleich der unterschiedlichen Immunisierungsstrategien wurden die Balb/c-Mäuse
entweder i.m. (quadriceps sp.) mit je 50µg pc-syngag Plasmid-DNA oder s.k. mit je 10µg Pr55gag-
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VLPs prä-immunisiert. Die zweite bzw. dritte Immunisierung erfolgte entweder wiederum mit
Plasmid-DNA oder alternativ mit Pr55gag-VLPs, so daß unterschiedliche „Prime/Boost“-Strategien
getestet und die induzierten Gag-spezifischen AK-Titer miteinander verglichen werden konnten
(vgl. Abb. C-17).
Abbildung C-17. Gag-spezifische Immunantworten nach i.m. DNA-Vakzinierung, s.k. Immunisierung mit Pr55gag-
Lipoproteinpartikeln (VLPs) und kombinierten „Prime/Boost“-Strategien. (A) Weibliche Balb/c-Mäuse wurden mit je 50µg
pc-syngag Plasmid-DNA (i.m., Quadriceps) bzw. je 10µg VLPs (s.k.) primär immunisiert. Nachfolgende Immunisierungen
erfolgten wie in der Grafik angegebenen (absteigend). Die absoluten Gag-spezifischen Ig-Titer (linke Grafiken) sowie das
Verhältnis der AK-Isotypen (IgG1/IgG2a) (rechte Grafiken) wurden nach (1) zwei bzw. (2) drei Immunisierungen bestimmt.
(B) CD8+ zytotoxische T-Zellantwort (Milz) gegen mit dem MHC-Klasse I restringiertem Peptid A9Ip24/1 „gepulsten“ P815
Zielzellen von (1) mit je 50µg pc-syngag Plasmid-DNA i.m. (Tibialis anterior), (2) mit 5µg Pr55gag-VLPs i.p und (3) mit je
100µg Pr55gag-VLPs s.k. am Schwanzansatz immunisierten Balb/c-Mäusen eine Woche nach der dritten Immunisierung.
(mock = nicht immunisierte Versuchstiere)
Nach 3-maliger Immunisierung der Versuchstiere im Abstand von 3 Wochen mit 50µg der
pc-syngag Plasmid-DNA, wurden absolute Gag-spezifische Ig-Titer von durchschnittlich 1:5.000
und maximal von ca. 1:10.000 detektiert. Vergleichbare Titer (ca. 1:8.000) wurden allerdings
bereits nach einer einmaliger i.m. DNA-Immunisierung und einer darauffolgenden s.k.
Immunisierung mit Pr55gag-VLPs erzielt. Darüberhinaus konnte eine 2-malige s.k. Immunisierung
von Pr55gag–VLPs um den Faktor 15-30 höhere durchschnittliche Gag-spezifische AK-Titer von
1:150.000 (maximaler Titer: 1:500.000) induzieren. Unabhängig von der Art der
vorausgegangenen Immunisierungen, konnten nach einer dritten Applikation von Pr55gag–VLPs
eine im Vergleich zu einer 3-maligen DNA-Immunisierung um den Faktor 100 erhöhte Gag-
spezifische humorale Immunantwort (1:500.000) detektiert werden. Während die i.m. DNA-
Immunisierung eine deultiche TH1-polarisierte Immunantwort induzierte, wurden nach s.k.
Immunisierung von Pr55gag-VLPs sowie auch bei allen „DNA-Prime/VLP-Boost“-
Immunisierungsstrategien eine gemischte TH1/TH2-polarisierte Immunantwort detektiert. Obwohl
in diesem experimentellen Ansatz keine zellulären Immunparameter untersucht wurden, konnten
in voneinander unabhängigen Experimenten gezeigt werden, daß soowhl die i.m. DNA-
Immunisierung als auch die s.k. Immunisierung von Pr55gag-VLPs effiziente und zytotoxische
CD8+-T Zellantworten in vivo induziert.
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C.3.4.2 Immunstimulatorische Eigenschaften der Pr55gag-VLPs in vitro
In dem folgenden Versuch wurden die immunstimulatorischen Eigenschaften der Pr55gag-
Lipoproteinpartikel in vitro untersucht. Nach in vitro Stimulation von verschiedenen
Splenozytenkulturen mit unterschiedlichen Konzentrationen von Pr55gag-VLPs (vgl. Abb. C-18),
konnte gezeigt werden, daß „naive“ Milzzellen, d.h. aus nicht mit Gag-Antigenen spezifisch
„geprimten“ Versuchstieren stammenden Splenozyten, bereits bei geringen Mengen von Pr55gag–
VLPs (< 1µg) unspezifisch die pro-inflammatorischen Zytokine IFN-γ, IL-6, IL-12, und IL-2
szernierten. Zudem setzten diejenigen Splenozytenkulturen, welche aus nicht-immunisierten
Versuchstieren isoliert worden waren, ungleich gößere IFN-γ, IL-6 und IL-12 frei, als diejenigen,
die aus unspezifisch „geprimten“, d.h. mit für das HBsAg von HBV (Hepatis B Virus) kodierender
Plasmid-DNA (pCI/S oder pCI-HBsAg) immunisierten Mäuse stammten. Die Freisetzung von IL-12
war nach Stimulation mit Pr55gag-VLPs i.d.R. in „ungeprimten“, nicht-immunisierten Tieren höher,
wie in unspezifisch „geprimten“ bzw. spezifisch „geprimten“ Versuchstieren.
Abbildung C-18 Immunstimulatorische Eigenschaften der Pr55gag-VLPs in vitro. Die aus der Milz von nicht immuniserten
(„ungeprimt“), je 3x mit je 100µg pCI-HBsAg (unspezifisch „geprimt“) bzw.  je 3x mit 100µg pc-syngag (spezifisch
„geprimt“) immunisierten Balb/c-Mäusen isolierten Splenozyten, wurden eine Woche nach der dritten Immunisierung mit
der angegebenen Menge an Pr55gag-VLPs in vitro (re-)stimuliert und die Menge an freigesetztem IFN-γ, IL-6, IL-12 sowie
IL-2, IL-10, IL-4 und IL-5 (nicht gezeigt) im ELISA quantifiziert.
C.3.4.3 Immunstimulatorische Eigenschaften der Pr55gag-VLPs in vivo
Um die immunstimulatorischen und möglicherweise adjuvierenden Eigenschaften der
Pr55gag -VLPs in vivo zu untersuchen, wurden Balb/c Mäuse i.p. 3x im Abstand von 3 Wochen mit
je 5µg des gereinigten CD-Proteinfragmentes (12kDa) des E-Hüllproteins des Gelbfiebervirus 17D
(V.Reuck, Dissertation 2000, RKI Berlin) mit oder ohne 5µg Pr55gag–VLPs bzw. analog
aufgereinigter, und UV-inaktivierter Partikel („Baculo-wt“) aus mit Wildtyp Baculovirus infizierten
Insektenzellkulturen immunisiert. Nach der dritten Immunisierung wurden die absoluten CD-,
Baculo,-und Gag-spezifischen Antikörper Titer (Ig) bestimmt (vgl. Abb. C-19, A). Dabei konnte
gezeigt werden, durch die CD-spezifischen AK-Titer (1:17.000) durch Ko-Immunisierung mit
Pr55gag-VLPs um das 4-fache (1:70.000), und mit „Baculo-wt“ um das 8-fache (1:140.000)
gesteigert wurden. Zudem wurden in mit Baculo-wt immunisierten Tieren durchschnittlich um
den Faktor 2 höhere Baculo-spezifische AK-Titer (1:330.000) nachgewiesen als nach
Immunisierung mit Pr55gag-VLPs (1/140.000). Ferner wurde die nach Immunisierung mit dem CD-
Peptid beobachtete, eindeutige TH2-polarisierte Immunantwort durch die Ko-Verabreichung mit
Pr55gag–VLPs bzw. „Baculo-wt“ in eine TH1,- bzw. eine gemischte TH1/TH2-polarisierte
Immunantwort verändert („TH2→TH1 Shift“). Aufgrund der nahezu identischen
immunstimulatorischen Eigenschaften der Pr55gag-VLPs und der Baculo-wt Präparation in vivo
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wurden des weiteren nach möglichen, gemeinsamen Proteinkomponenten gesucht. Dabei konnte
gezeigt werden, daß das Baculovirus-spezifische Hüllprotein gp64, dessen immunstimulatorischen
Eigenschaften bekannt sind (Gronowski et al., 1999), nicht nur in den Präparationen von mit wt-
Baculovirus infizierten Insektenzellen zu finden ist, sondern auch in den Pr55gag-VLP
Präparationen (vgl Abb. C-19, B). Unklar ist bislang, ob das Membranprotein gp64 ein integrierter
Bestandteil der Pr55gag-VLPs ist, oder ob die Pr55gag-Präparationen mit rekombinanten Baculoviren
verunreinigt sind.
Abbildung C-19 Immunstimulatorische und adjuvierende Eigenschaften der Pr55gag-VLPs in vivo. (A) Absolute CD-,
Baculo-, bzw. Gag-spezifische Ig-Titer (obere Grafiken) sowie CD-, Baculo-, bzw. Gag-spezifische IgG1,- bzw. IgG2a-Titer
(untere Grafiken) von immunisierten Balb/c-Mäusen eine Woche nach 3-maliger i.p Applikation von je 5µg des
Hüllproteinfragement CD (Gelbfiebervirus 17D) mit bzw. ohne Ko-Verabreichung von je 5µg Pr55gag-VLPs bzw. aus analog
mit Wildtyp-Baculovirus infizierten Insektenzellen aufgereinigten Partikel (Baculo-wt) (B) Je 10µg (1) B1-VLPs (Pr55gag)
und (2) B4-VLPs (Pr55gagV3), (3) 1µg aufgereinigtes 55kDa Gag Protein sowie (4) je 50µg eines analog zu Pr55gag-VLPs
aufgereinigten Partikel bzw. (5) zusätzlich durch einen 0,22µm Filter filtrierte Präparation von mit Wildtyp-Baculovirus
infizierten Insektenzellkulturen wurden in einem 12,5%-igem SDS-PAGE aufgetrennt und die Proteine entweder (a)
unspezifisch durch Coomassie Färbung nachgewiesen, oder parallel (b) das Baculovirus-spezifische Hüllprotein gp64Bac
mittels einem anti-gp64 AK und (c) das Gag Protein mittels p24/55-spezifischen Antikörpern 16/4/2 und 13/5 durch
Immunoblotting detektiert.
C.3.4.4 Zusammenfassung
In diesen Experimenten konnte gezeigt werden, daß die mit Hilfe des rekombinanten
Baculovirus-Expressionssystems aufgereinigten Pr55gag-VLPs sowohl in vitro als auch in vivo
immunstimulatorische Eigenschaften besitzen. Auch für analog aufgereinigte Überstände von mit
Wildtyp-Baculoviren infizierten Insektenzellkulturen konnten immunstimulatorische Eigenschaften
in vivo nachgewiesen werden. Ferner wurde in den Pr55gag-VLP Präparationen große Mengen des
als Interferon-stimulierendes Protein (ISP; „Interferon stimulating protein“) bekannten, Baculo-
spezifischen Hüllproteins gp64 detektiert. Daneben konnte demonstriert werden, daß die i.m.
DNA-Immunisierung der pc-syngag Plasmid-DNA im Vergleich zur s.k. Immunisierung von
Pr55gag-VLPs zwar niedrigere Gag-spezifische AK-Titer, jedoch eine vergleichsweise identische
zytotoxische T-Zellantwort im Balb/c-Mausmodell induziert. Verschiedenen „DNA-Prime/VLP-
Boost“ Strategien induzierten dabei ähnlich effiziente humorale Immunantworten als eine 2-
malige Immunisierung mit Virus-ähnlichen Pr55gag Partikeln. Aufgrund der heterogener und
zumeist unbekannten Zusammensetzung der VLPs und der infolgedessen berechtigten
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Sicherheitsbedenken, stellt zusammenfassend die DNA-Immunisierung eine mögliche Alternative
zur Immunisierung mit hochimmunogenen partikulären Proteinantigenen dar.
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C.4 Einfluß der Antigen Lokalisation auf die Immunogenität einer
DNA-Vakzine
In den folgenden Experimenten sollte untersucht werden, ob und in welchem Maße die
Freisetzung der Pr55gag-Lipoproteinpartikel in den extrazellulären Raum einen Einfluß auf die
Immunogenität der pc-syngag DNA-Vakzine in vivo besitzt. Da eine kovalente Verankerung des
myristylierten Pr55gag Polyproteins in der Zytoplasmamembran die Vorausetzung für eine
Partikelabschnürung ist, wurde zu diesem Zweck ein singulär, mutiertes gag Gen hergestellt
(Gly2→Ala2), und die Expression nach Transfektion des entsprechenden Expressionskonstrukts (pc-
syngagMyr-), welches für ein myristylierungsdefektes Pr55gag Protein kodiert, analysiert. Ferner
wurde ein verkürztes, für das virale, zytoplasmatische Kapsidprotein p24KA kodierende
Expressionskonstrukt (pc-synp24) generiert. Im Tiermodell sowie in mehreren, klinischen Studien
konnte gezeigt werden, daß die V3-Schleife des HI-viralen Hüllproteins gp120 (32-35aa.) wichtige
immunologische Epitope beinhaltet (Javaherian et al., 1990, Gorny et al., 1992, LaRosa et al.,
1990). Aus diesen Gründen wurden neben pc-syngag, pc-syngagMyr- und pc-synp24,
Expressionkonstrukte kloniert, welche um die immunogene V3-Region des HIV-1/IIIB Isolats C-
terminal erweiterte Antigene exprimierten. Dadurch sollte grundsätzlich untersucht werden, ob
gegen zusätzlich angefügte, immunogene Epitope oder Peptide Immunantworten in vivo generiert
werden können.
C.4.1 Konstruktion der Expressionskonstrukte
Das myristylierungsdefekte Pr55gag-Expressionskonstrukt, welches an Position 2 anstelle
eines Glyzinrestes Gly2 (GGC) einen Alaninrest Ala2 (GCC) besitzt, wurde mittels in vitro
Mutagenese unter Verwendung der Primerpaare GlyAla-Mut_f (5‘-GGC GCC AGC ATG GCC
GCC AGG GCC AG-3‘) und GlyAla-Mut_r (5‘-CTG GCC CTG GCG GCC ATG CTG GCG GC-3‘)
aus der Plasmid-DNA pc-syngag hergestellt (pc-syngagMyr-). Die kodierende Sequenz des 24kDa
Kapsidproteins synp24KA wurde mittels PCR unter Verwendung des Primerpaares synp24_f (5‘-gct
cgc tcG AAT TCG CC GCC ACC ATG CCC ATC GTG CAG AAC ATC CAG G-3‘) und synp24_r
(5‘-gct cgc aGG ATC CTC ATC ACA GCA CCC TGG CCT TGT GGC CGG-3‘) aus der an das
Kodon hochexprimierter Säugetiergene angepaßten, synthetischen syngag Sequenz amplifiziert.
Dabei wurde zusätzlich die Kozak-Sequenz (5‘-GCC GCC ACC-3‘) sowie das Startkodon ATG
(Met1) angefügt. Das 693bp umfassende Fragment wurde anschließend EcoRI/BamHI in den
eukaryontischen Expressionsvektor pcDNA3.1 umgesetzt (pc-synp24). Zur Herstellung der C-
terminal um die V3-Region verlängerten Varianten, wurden mittels in vitro PCR Mutagenese unter
Verwendung der Primerpaare ∆Stop_f (5‘-CGA CCC CAG CAG CCA GGG ATC Cgg gag cgg cg-3‘)
und ∆Stop_r (5‘-cgc CGC tcc cGG ATC CCT GGC TGC TGG GGT CG-3‘) das Stop Kodon des
syngag Fragmentes pcR-F6 deletiert und BglII/BamH1 in pc-syngag (pc-syngag∆Stop) und pc-
syngagMyr- (pc-syngagMyr-∆Stop) eingefügt. Das entsprechende Konstrukt pc-synp24∆Stop wurde
durch PCR-Amplifikation unter Verwendung der Primerpaare synp24_f (5‘-gct cgc tcG AAT TCG
CC GCC ACC ATG CCC ATC GTG CAG AAC ATC CAG G-3‘) und synp24_r2 (5‘-gct cgc aGG
ATC CCA GCA CCC TGG CCT TGT GGC CGG-3‘) aus pc-syngag hergestellt. Anschließend wurde
die ebenfalls durch PCR synthetisch generierte, 115bp umfassende V3-Region der env
kodierenden Region des HIV-IIIB Isolates (accession number: M15654) unter Verwendung der
überlappenden Primerpaare V3_f1 (5‘-CAG GCC CAA CAA CAA CAC CAG GAA GAG CAT CAG
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AAT CCA GAG GGG CCC CGG CAG GGC CTT CG-3‘) und V3_r1 (5‘-GCA GTG GGC CTG CCT
CAT GTT GCC GAT CTT GCC GAT GGT CAC GAA GGC CCT GCC GGG GCC C-3‘) sowie V3_f2
(5‘-cgg cAG ATC TAA CTG CAC CAG GCC-3‘), und V3_r2 (5‘-gcg atG GAT CCT CAG TTG CAG
TGG GCC TGC-3‘) und unter Einfügen eines terminalen Stop-Kodons (TGA) BglII/BamHI in die
mit BamH1 linearisierten Plasmide pc-syngag∆Stop, pc-syngagMyr-∆Stop und pc-synp24∆Stop kloniert,
wobei die eukryontischen Expressionskonstrukte pc-syngagV3/IIIB, pc-syngagMyr-V3/IIIB und pc-
synp24V3/IIIB generiert wurden (vgl. Abb. C-20).
Abbildung C-20 Schematische Darstellung und Beschreibung der Gag,- bzw. p24KA kodierenden Regionen der
Expressionskonstrukte (1) pc-syngag, (2) pc-syngagMyr-, (3) pc-synp24, (4) pc-syngagV3/IIIB, (5) pc-syngagMyr-V3/IIIB
und (6) pc-synp24V3/IIIB.
C.4.2 Analyse der Proteinexpression und Freisetzung Virus-
ähnlicher Partikel (VLPs)
Zunächst sollte die Expression und Freisetzung Virus-ähnlicher Partikel (Pr55gag-VLPs) in mit
den beschriebenen Expressionsplasmiden transient transfizierten eukaryontischen Zellen analysiert
werden. Dazu wurde die humane Zellinie H1299 mit den jeweiligen Plasmiden transfiziert, und
nach 48h die exprimierten Gag bzw. p24 Mengen in den Zellysaten mittels Immunoblot Analyse
unter Verwendung p24/p55,- und V3-spezifischer Antikörper sowie quantitativ im ELISA
bestimmt. Zudem wurden die extrazellulären Gag-, bzw. p24-Konzentrationen im Überstand
transfizierter Zellen im ELISA quantifiziert. Die freigesetzten VLPs wurden aus dem Überstand
transfizierter Zellen durch Ultrazentrifugation durch ein 30%iges Sukrosekissen aufgereinigt und
anschließend im Western Blot detektiert (vgl. Abb. C-21, B und D).
In einer gekoppelten in vitro Transkriptions/Translations-Reaktion konnte zunächst gezeigt
werden, daß die Expressionskonstrukte pc-syngag, pc-syngagMyr- und pc-synp24 gleiche Mengen
Gag bzw. p24KA exprimierten (vgl. Abb. C-21, A). Nach Transfektion von pc-syngagMyr- konnte,
im Gegensatz zu mit pc-syngag transfizierten Zellen keine VLPs im Zellkulturüberstand
nachgewiesen werden. Infolgedessen war die intrazelluläre Gag Konzentration in mit pc-
syngagMyr- transfizierten Zellen, gegenüber in mit pc-syngag transfizierten Zellen durchschnitlich
um den Faktor 9 erhöht. Obwohl keine Lipoproteinpartikel im Überstand von mit pc-syngagMyr-
transfizierten Zellen nachgewiesen werden konnten, wurde dennoch extrazelluläres Pr55gag
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Protein, welches vermutlich aufgrund spontaner Zellyse freigesetzt wurde, im ELISA detektiert.
Analoge Ergebnisse konnten auch nach Transfektion der entsprechenden, C-terminal um die V3-
Schleife erweiterten Expressionsvektoren pc-syngagV3/IIIB und pc-syngagMyr-V3/IIIB und
anschließender Quantifizierung der Gag Konzentrationen im ELISA erzielt werden. Nach
Transfektion der verschiedenen für das 55kDa Polyprotein kodierenden Expresionsvektoren
konnte im Gegensatz zu den im ELISA bestimmten intra,- und extrazellulären Mengen, im
Western Blot ein Konzentrationsunterschied zwischen mit pc-syngag  bzw. pc-syngagMyr- und pc-
syngagV3 bzw. pc-syngagMyr-V3 transfizierten Zellen festgestellt werden. Da allerdings durch
radioaktive in vivo Markierung exprimierter Proteine in transient transfizierten Zellen und
anschließender Immunpräzipitation mit Gag-spezifischen Antikörpern gezeigt werden konnte, daß
unabhängig von der V3-Fusion identische Pr55gag Proteinmengen exprimiert werden (vgl. Abb. C-
21, C), ist es wahrscheinlich, daß die Unterschiede, die im Western Blot detektiert wurden, mit
der Effizienz der primären Antikörperbindung zusammenhängen.
Abbildung C-21 Analyse der Gag bzw. p24KA Expression sowie der Freisetzung Virus-ähnlicher Partikel (Pr55gag-VLPs). (A)
Gekoppelte in vitro Transkription/Translation (Promega, Mannheim) von je 500ng der Expressionsvektoren (1) pcDNA3.1
(Negativkontrolle), (2) pc-syngag, (3) pc-syngagMyr- und (4) pc-synp24. (B) 48h nach Transfektion der humanen Zellinie
H1299 mit (1) pc-syngag, (2) pc-syngagMyr-, (3) pc-syngagV3/IIIB, (4) pc-syngagMyr-V3/IIIB, (5) pc-synp24 und (6) pc-
synp24V3/IIIB wurden die Zellen lysiert und je 100µg Gesamtprotein sowie die aus dem Zellkulturüberstand (10ml)
aufgereinigten VLPs in einem 12,5%-igem (1-4) bzw. 15%-igem (4.5) SDS-PAGE aufgetrennt und die Proteine im
Immunoblot mit dem p24/55-spezifischen Antikörpern 16/4/2 (obere Grafiken) bzw. dem V3-spezifischen Antikörper NEA-
9305 (untere Grafiken) detektiert. (C) Mit (1) pcDNA-3 (Negativkontrolle), (2) pc-syngagMyr- und (3) pc-syngagMyr-
V3/IIIB transfizierte H1299 wurden 30min mit [35S]-Methionin radioaktiv markiert, die Proteine nach Zellyse mit p24/55-
spezifischen Antikörpern (16/4/2 und 13/5) immunpräzipitiert, in einem 12,5%-igem SDS-PAGE aufgetrennt und
autoradiographisch detektiert. (D) 36h nach Transfektion von H1299 mit den entsprechend angegebenen
Expressionsvektoren wurden die intrazellulären (Zellysate)  und extrazellulären (Überstände) Gag bzw. p24KA
Konzentrationen im (1) ELISA (pg/µg Gesamtprotein) bestimmt. (2) Darstellung der Verhältnisse von extrazellulärem
(ec=extracellular) und intrazellulärem (ic=intracellular) Gag bzw. p24KA (pg/µg Gesamtprotein) in Relation zu mit pc-
syngag transfizierten Zellen (syngag=1).
Nach Transfektion der Expressionsvektoren pc-synp24 und pc-synp24V3/IIIB wurden
intrazellulär große Mengen des Kapsidproteins nachgewiesen. Wie auch nach Transfektion von
pc-syngagMyr- bzw. pc-syngagMyr-V3/IIIB, konnten auch in mit pc-synp24 bzw. pc-synp24V3/IIIB
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transfizierten Zellen, im Überstand keine VLPs, sondern lediglich spontan aus lysierten Zellen
freigesetztes Kapsidprotein detektiert werden. An dieser Stelle sei erwähnt, daß alle verwendeten
Gag-spezifischen Antikörper gegen p24-spezifische Epitope gerichtet sind und aufgrunddessen das
isolierte 24kDa Kapsidantigen um ein Vielfaches effizienter detektieren, als das 55kDa
Polyprotein.
C.4.3  Vergleichende immunologische Studien in vivo
Zur weiteren Analyse und Evaluierung immunogener Eigenschaften der beschriebenen
Pr55gag und p24KA Expressionsvektoren in vivo, wurden weibliche Balb/c-Mäuse 3x im Abstand
von 3 Wochen i.m. (tibialis anterior) mit je 100µg der jeweiligen Plasmid-DNA immunisiert, und
die Gag-spezifischen AK-Titer zu den angegebenen Zeitpunkten bestimmt. Zudem wurden eine
Woche nach der dritten Immunisierung die IFN-γ Freisetzung von in vitro restimulierten
Splenozyten untersucht und die CD8+ zytotoxischen T-Zellreaktivitäten gegen das murine Gag-
spezifische ZTL-Epitop A9Ip24 (AMQMLKETI) und das murine V3-spezifische ZTL-Epitop R10IV3/IIIB
(RGPGRAFVTI) analysiert.
C.4.3.1 Einfluß der V3-Schleife auf die Immunogenität in vivo
In der folgenden Studie sollte zunächst analysiert werden, ob eine C-terminale Fusion von
Proteinfragmenten einen Einfluß auf die Gag-spezifische humorale bzw. zelluläre Immunantwort
besitzt. Ferner sollte untersucht werden, ob gegen ausgewählte Epitope der V3-Schleife ein
Immunantwort in vivo induziert werden kann.
Abbildung C-22 Einfluß der C-terminalen V3-Schleife auf die Immunogenität der pc-syngag DNA-Vakzine in vivo. Balb/c-
Mäuse wurden mit 3x im Abstand von 3 Wochen mit je 100µg pc-syngag und pc-syngagV3/IIIB i.m. (tibialis anterior)
immunisiert. (A) Absolute Gag-spezifische Ig-Titer von mit pc-syngag (?) und. pc-syngagV3/IIIB (?) immunisierten Mäusen
vor (W0) sowie 7 Tage nach der primären (W2), 2 Wochen nach der zweiten (W5) und eine Woche nach der dritten
Immunisierung (W7). (B) Absolute Gag-spezifische IgG1,- und IgG2a-Titer 7 Tage nach der primären (W2), 2 Wochen nach
der zweiten (W5) und eine Woche nach der dritten Immunisierung (W7) mit (1) pc-syngag und (2) pc-syngagV3/IIIB. (C)
Eine Woche nach der dritten i.m. Immunisierung der Versuchstiere mit pc-syngag (?) und. pc-syngagV3/IIIB (?) wurden die
Splenozyten präpariert und die CD8+ zytotoxische T-Zellreaktivitäten gegen mit dem MHC-Klasse I restringiertem (1) p24-
spezifischem Peptid A9Ip24/1 und (2) V3-spezfischem Peptid R10IV3/IIIB „gepulsten“ P815 Zielzellen im „51Cr-Release Assay“
bestimmt (mock = nicht immunisierte Balb/c-Mäuse desselben Alters)
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Dabei konnte gezeigt werden, daß nach i.m. Immunisierung von pc-syngag und pc-
syngagV3/IIIB zu jedem Zeitpunkt identische Gag-spezifische Ig-Titer detektiert werden konnten,
wobei nach 3-maliger Immunisierung durchschnittlich Titer von 1:250.000 induziert wurden.
Zudem wurden unabhängig von der Präsenz der V3-Schleife eine TH1-polarisierte Immunantwort
induziert. In beiden Fällen konnten Gag-spezifische CD8+ zytotoxische T-Zellen mit nahezu
gleicher Effizienz induziert werden (42-45%). Weiterhin konnte nachgewiesen werden, daß in mit
pc-syngagV3/IIIB immunisierten Versuchstieren eine spezifische gegen das V3-Epitop R10IV3/IIIB
gerichtete, zytotoxische T-Zellantwort (30% ) induziert wurde.
C.4.3.2 Einfluß der Partikelfreisetzung auf die Immunogenität in vivo
Zunächst sollte untersucht werden, ob die Eigenschaft partikuläre Lipoproteinpartikel
auszubilden, abzuschnüren und freizusetzen in vivo einen Einfluß auf die humorale und zelluläre
Immunantwort besitzt (vgl. Abb. C-23). Hierzu wurde die durch DNA-Immunisierung induzierte
Immunantwort der Expressionsplasmide pc-syngag und pc-syngagMyr- miteinander verglichen.
Desweiteren sollte die Immunogenität eines für das zytoplasmatisch lokalisierte, isolierte 24kDa
Kapsidprotein kodierenden Expressionskonstrukt pc-synp24 im Vergleich mit der detailliert
charakterisierten pc-syngag DNA-Vakzine, welche für das komplexe, Pr55gag Polyprotein kodiert,
evaluiert werden. Dabei konnte gezeigt werden, daß die durchschnittlich höchsten Gag-
spezifischen AK-Titer nach 3-maliger i.m. Immunisierung von pc-syngagMyr- (1:840.000) induziert
werden konnten, während die Immunisierung mit pc-synp24 Plasmid-DNA Titer von ca.
1:520.000 und die Immunisierung mit dem Expressionsvektor pc-syngag um den Faktor 3
niedrigere Titer von ca. 1:300.000 induzierten. Dennoch konnte nach der primären DNA-
Immunisierung von pc-syngagMyr- und pc-synp24 lediglich in 60% der Versuchstiere Gag-
spezifische Antikörper nachgewiesen werden, während zu diesem Zeitpunkt in nahezu 90% der
mit pc-syngag immunisierten Mäuse spezifische Antikörper detektiert wurden.
Abbildung C-23 Einfluß der Lokalisierung von in vivo exprimiertem Antigen auf die Induktion der humoralen und zellulären
Immunantwort. Balb/c-Mäuse wurden 3x im Abstand von 3 Wochen mit je 100µg der jeweiligen Plasmid-DNA i.m. (tibialis
anterior) immunisiert. (A) Sieben Tage nach der primären (W2), 2 Wochen nach der zweiten (W5) sowie eine Woche nach
der dritten Immunisierung (W7) mit pc-syngag (?), pc-syngagMyr- (?) und pc-synp24 (∆) wurden (1) die absolute Gag-
spezifische Ig-Titer sowie (2) die Titer der AK-Isotypen IgG1 und IgG2a bestimmt. (B) CD8+-Zytotoxische T-Zellantwort
gegen (1) mit dem p24-spezifischem ZTL-Peptid A9Ip24/1 „gepulsten“ P815 Zielzellen von mit pc-syngag (?), pc-syngagMyr-
(?) und synp24 (∆) immunsierten Versuchstieren bzw. (2) mit dem V3-spezifischem ZTL-Peptid R10IV3/IIIB „gepulsten“ P815
Zellen von mit pc-syngagV3/IIIB (?), pc-syngagMyr-V3/IIIB (?) und pc-synp24V3/IIIB (∆) immunisierten Mäusen eine
Woche nach der dritten Immunisierung (C) Freisetzung von IFN-γ nach in vitro Stimulation der Splenozyten mit (1) 1µg bzw.
5µg Pr55gag-VLPs, (2) mit 3µg  rekombinantem Kapsidantigen und (3) mit je 10µM MHC-I restringierten Peptiden A9Ip24/1,
E10Fp24/2 und R10IV3/IIIB. (mock = mit pCI-HbsAg immunisierte Balb/c-Mäuse)
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Unabhängig von der immunisierte Plasmid-DNA und dem jeweiligem Zeitpunkt der
Messung, wurde eine TH1,- bzw. eine gemischte TH1/TH2-polarisierte Immunantwort
nachgewiesen. Ferner wurde die effizienteste ZTL-spezifische Lyse (E:T Ratio von 100:1) von das
p24-Epitop A9Ip24/1 präsentierenden autologen Zielzellen in den mit pc-synp24 immunisierten
Versuchstieren detektiert (50%). In mit pc-syngagMyr- immunisierten Tieren (44%) wurden
durchschnittlich geringfügig höhere CD8+ zytotoxische T-Zellreaktivitäten nachgewiesen als in mit
pc-syngag immunisierte Mäusen (42%). Analog waren auch die ZTL-spezifischen Reaktivitäten
gegen das V3-Epitop R10IV3/IIIB nach i.m Immunisierung des Vektors pc-synp24V3/IIIB, im
Vergleich zu pc-syngagV3/IIIBMyr (32%) und pc-syngagV3/IIIB (30%), am höchsten (35%). Die
ermittelte CD8+ zytotoxische T-Zellaktivität der immunisierten Tiere korrelierte dabei mit der IFN-
γ Freisetzung von mit den jeweiligen ZTL-Peptiden in vitro restimulierten Splenozyten. Jedoch
wurde beobachtet, daß die Menge an freigesetztem IFN-γ nach in vitro Stimulation mit
komplexen Antigene, wie z.B. Pr55gag-VLPs oder rekombinantem p24KA den mit pc-synp24
immunisierten Mäuse deutlich niedriger war (Faktor 1,5-2,5), als bei denjenigen, die mit pc-
syngag oder pc-syngagMyr- Plasmid-DNA immunisiert worden waren. Dieses Ergebnis konnte
ebenfalls mit den entsprechenden, die für die V3-Schleife kodierende Region erweiterten
Expressionskonstrukten pc-syngagV3/IIIB, pc-syngagMyr-V3/IIIB und pc-synp24V3/IIIB
reproduziert werden (nicht gezeigt).
C.4.4 Zusammenfassung
In diesen Experimenten konnte zunächst gezeigt werden, daß durch den
Aminosäureaustausch (Gly2→Ala2) die Ausbildung, Abschnürung und Freisetzung von Pr55gag-VLPs
in mit pc-syngagMyr- transfizierten eukaryontischen Zellen inhibiert werden kann. Dennoch
konnte, vermutlich aufgrund lytischer Prozesse, das transient exprimierte myristylierungsdefekte
Pr55gag Protein, wie auch das 24kDa Kapsidantigen im extrazellulären Raum nachgewiesen
werden. Nach i.m. DNA-Immunisierung der beschriebenen Expressionsvektoren konnte gezeigt
werden, daß die Fähigkeit Lipoproteinpartikel freizusetzen keinen wesentlichen Einfluß auf die
zelluläre und humorale Immunogenität einer Gag-spezifischen DNA-Vakzine in vivo besitzt.
Demgegenüber konnte vielmehr durch die Blockierung der Partikelfreisetzung (pc-syngagMyr-)
sowohl die induzierten Gag-spezifischen AK-Titer als auch geringfügig die p24-spezifische CD8+
ZTL-Antwort gesteigert werden. Vergleichbar hohe AK-Titer und gegenüber dem Gag Protein
leicht erhöhte ZTL-Antworten konnte dagegen nach Immunisierung eines für das zytoplasmatisch
lokalisierte 24kDa-Kapsidprotein kodierenden Expressionsvektors (pc-synp24) detektiert werden.
Zusätzlich konnte gezeigt werden, daß durch eine C-terminale Verlängerung der Pr55gag-
Aminosäuresequenz, wie z.B. der V3-Schleife, weder die Expression und die Freisetzung Virus-
ähnlicher Partikel in vitro, noch die Gag-spezifische humorale und zelluläre Immunantwort in vivo
beeinflußt wurde. Zudem konnten in mit pc-syngagV3/IIIB immunisierten Versuchstieren die
Induktion einer V3-spezifischen, zytotoxischen T-Zellantwort detektiert werden.
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C.5 Modulation der Immunantwort: gerichteter Transport viraler
Antigene in das Endoplasmatische Retikulum
In der folgenden Studie sollte untersucht werden, welchen Einfluß eine veränderte, post-
translationale Translokation der HI-viralen Antigene Pr55gag und p24KA in das Endoplasmatische
Retikulum (ER) und die infolgedessen ermöglichte Sekretion der Antigene auf die Immunogenität
der DNA-Vakzine Kandidaten in vivo besitzt. Zu diesem Zweck wurden verschiedene Vektoren
generiert, dessen Genprodukte eine N-terminale ER-Signalsequenz enthalten, welche eine ko-
translationale Translokation des Pr55gag, des myrestilierungsdefekten Pr55gag und des
Kapsidproteins p24KA ermöglichen sollte. Zudem wurde durch eine singuläre, konservative
Aminosäuresubstitution (Met142→ Cys142) eine erst kürzlich beschriebene interne
Translationsinitiationsstelle, nahe dem N-Terminus des Kapsidantigens (Buck et al., 2001) zerstört,
um auf diese Weise die Bedeutung der internen Translationsinitiationsstelle bzw. der dadurch
generierten 40kDa-Gag Isoform (p40*) für die Induktion Gag-spezifischer humoraler und
zellulärer Immunantworten in vivo zu untersuchen. In den nachfolgenden Experimenten sollte die
Expression der auf diese Weise veränderten Expressionsvektoren molekularbiologisch
charakterisiert und der Einfluß der veränderten Lokalisation viraler Antigene auf die
Immunogenität der DNA-Vakzine Kandidaten im Balb/c-Mausmodell untersucht werden.
C.5.1 Konstruktion der Expressionskonstrukte
Zur Herstellung der die N-terminalen ER-Signalsequenz tragenden Pr55gag bzw. p24KA
Expressionsvektoren wurde jeweils nur der 5‘-Teilbereich des gesamten Gens durch PCR unter
Verwendung des allgemeinen Primers ER_r (5‘-gct gCC GCG GGG CTC CCT CAT CTG GC-3‘)
und dem jeweiligen spezifischen Primer ER1syngag_f (5‘-CCT TGC GGC AGT CTG CAG CGC TGC
CAT GGG CGC CAG GGC CAG CGT GCT G-3‘), ER1Myr-_f (5‘-CCT TGC GGC AGT CTG CAG
CGC TGC CAT GGC CGC CAG GGC CAG CGT GCT G -3‘) oder ER1synp24_f (5‘-CCT TGC GGC
AGT CTG CAG CGC TGC CAT GCC CAT CGT GCA GAA CAT CCAG -3‘) amplifiziert und durch
aufeinander folgende PCR-Zyklen mit den allgemeinen Primern ER_r, ER2_f (5‘-GGT ACA TGA
TTT TAG GCT TGC TCG CCC TTG CGG CAG TCT GCA GCG CTG C-3‘) und ER3_f (5‘-cgc tcA AGC
TTG CCG CCA CCA TGA GGT ACA TGA TTT TAG GCT TGC TCG-3‘) schrittweise am N-Terminus
um eine für die ER-Signalsequenz kodierende Sequenz (54bp), einer Kozak-Sequenz (5‘-
GCCGCCACC-3‘) und einer HindIII-Restriktionschnittstelle verlängert. Diese 18 Aminosäuren
umfassende ER-Signalsequenz (MRYMILGLLALAAVCSAA/xxx) stammt ursprünglich von dem
adenoviralem (Ad2) Glykoprotein 19kDa-E3. Die verlängerten Genfragmente ERsyngag,
ERsyngagMyr- und ERsynp24 wurden anschließend HindIII/SacII in die ursprünglichen, die
kodierende Gensequenz enthaltenen Expressionsvektoren umgesetzt. Die beschriebenen
Konstrukte besitzen nach Abspaltung des Signalpeptids nach dem Alaninrest Ala17 die
Aminosäuresequenz Ala1Met2. Varianten dieser Expressionskonstrukte, denen das Methionin Met2
fehlt, und an der entsprechenden Position die natürlich nachfolgende Aminosäure besitzen
(Ala1Gly2 (syngag); Ala1Ala2 (syngagMyr-) oder Ala1Pro2 (synp24) wurden nach obigem Protokoll
unter Verwendung der Primer ER1syngag∆AUG1_f (5‘-CCT TGC GGC AGT CTG CAG CGC TGC CGG
CGC CAG GGC CAG CGT GCT G -3‘), ER-Myr-∆AUG1_f (5‘-CCT TGC GGC AGT CTG CAG CGC
TGC CGC CGC CAG GGC CAG CGT GCT G -3‘), sowie ERsynp24∆AUG1_f (5‘-CCT TGC GGC AGT
CTG CAG CGC TGC CCC CAT CGT GCA GAA CAT CCAG -3‘) generiert. Zur Zerstörung der
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internen Translationsinitiationstelle Met142 innerhalb des myristiylierungsdefekten Pr55gag  Proteins
und des p24 Kapsidantigens, wurde das kodierende Triplett ATG zu TGC (Cys142) durch in vitro
PCR Mutagenese unter Verwendung des Primerpaares ATG142i.v.M._f (5‘-GAA CAT CCA GGG
CCA GTG CGT GCA CCA GGC CAT C-3‘) und ATG142 i.v.M._r (5‘-GAT GGC CTG GTG CAC
GCA CTG GCC CTG GAT GTT C-3‘) mutiert. Als Matrize wurden diejenigen Konstrukte
verwendet, denen bereits das Methionin an Postition 2 der gag bzw. p24 kodierenden Region
fehlt. Eine schematische Darstellung und Beschreibung der generierten Expressionskonstrukte ist
in nachfolgender Abbildung (C-24) gezeigt.
Abbildung C-24 Schematische Darstellung und Beschreibung der verschiedenen Expressionsvektoren (1-11), welche für das
HI-virale Pr55gag (1), das myristylierungsdefekte Pr55gag (4) und das 24kDa Kapsidantigen (8) kodieren, sowie Varianten
derselbigen, die N-terminal mit einer ER-Signalsequenz des adenoviralen (Ad2) 19kDa E3 Proteins fusioniert sind (2,3,5-7,
9-11) und wobei zusätzlich die interne Translationsinitiationsstelle (Met142→Cys142) zerstört wurde (7,11). Das Signalpeptid
wird durch eine ER-ständige Signal-Peptidase zwischen den beiden Alaninresten Ala17 und Ala18 abgespalten, so daß jedes
dieser exprimierte HI-virale Protein mit einem Alaninrest Ala1 beginnt.
C.5.2 Expressionanalyse und subzelluläre Lokalisierung viraler
Antigene in eukaryontischen Zellen
C.5.2.1 Gekoppelte in vitro Transkription/Translation
Die Genexpression der verschiedenen Vektoren sollte zunächst in vitro unter Verwendung
einer gekoppelten Transkription/Translationsreaktion untersucht werden (vgl. Abb. C-25). Zudem
sollten dabei das Molekulargewicht der Genprodukte überprüft werden. Dabei wurde zunächst
beobachtet, daß alle ER-Fusionsproteine ein höheres Molekulargewicht besaßen und daß zudem
die Effizienz der Transkription und/oder Translation und infolgedessen die Genexpression der
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Fusionsproteine gegenüber Pr55gag, Pr55gagMyr- bzw. p24KA, in vitro gesteigert war. Ferner konnte
für die p24KA-Expressionsvektoren gezeigt werden, daß Deletionen (pc-synp24∆1) bzw.
Mutationen (pc-synp24∆1/142) von ATG-Kodons in der 5‘-kodierenden Region, die Generierung
zusätzliches Translationsinitiationsprodukte (p24*) mit einem geringerem Molekulargewicht (<
24kDa) in vitro verhindern können.
Abbildung C-25 Analyse der Genexpression durch gekoppelte in vitro Transkription/Translation (Promega, Mannheim). (A)
Expression von Pr55gag ((1) pc-syngag) und ER-Pr55gag ((2) pc-ERsyngag, (3) pc-ERsyngag∆1) (B) Expression
myristylierungsdefekte Gag Varianten: Pr55gagMyr- ((4) pc-syngagMyr-) und ER-Pr55gag ((5) pc-ERsyngagMyr-, (6) pc-
ERsyngagMyr-∆1 und (7) pc-ERsyngagMyr-∆1/142) (C) Expression von p24KA ((8) pc-synp24) und ER-p24KA ((9) pc-
ERsynp24, (10) pc-ERsynp24∆1 (11) ERsynp24∆1/142). In die Reaktionen wurden je 500ng der entsprechenden Plasmid-
DNA eingesetzt und je 1/10 des 25µl Ansatzes über ein 12,5%-iges (A, B) bzw. 15%-iges (C) SDS-PAGE aufgetrennt und die
Genprodukte autoradiographisch detektiert. (Schwarze Pfeile markieren die ursprüngliche Größe der jeweiligen Proteine,
die grauen Pfeile markieren die Laufhöhe der ER-Fusionsproteine; p24* = Genprodukte aufgrund alternativer AUG
Translationsinitiation)
C.5.2.2 ER-Lokalisation modifizierter HI-viraler Antigene
Zur Identifizierung der Lokalisation der HI-viralen Antigene Pr55gag, Pr55gagMyr und p24KA
sowie der jeweiligen ER-Fusionsproteine wurde die humane Zellinie H1299 mit den
entsprechenden Expressionskonstrukten transfiziert und nach 24h die Verteilung und Lokalisation
der exprimierten Isoformen mit Hilfe p24-spezifischer Antikörper in der
Immunfluoreszenzmikrospopie analysiert (vgl. Abb. C-26). Mit Hilfe eines spezifischen Antikörpers
gegen das ER-ständige, in der Membran verankerten Markerprotein Calnexin sollte dabei eine
(Ko)-Lokalisation der ER-Fusionsproteine im ER nachgewiesen werden. Nach Transfektion von pc-
syngag, pc-syngagMyr- und pc-synp24 konnte eine gleichmäßige, zelluläre Verteilung der viralen
Proteine beobachtet werden. Ferner konnte im Gegensatz dazu gezeigt werden, daß durch das
Anfügen einer N-terminalen ER-Signalsequenz die exprimierten Proteine in definierbaren
Kompartimenten in unmittelbarer Nähe des Zellkerns sowie polar zum Zellkern lokalisiert sind,
die mit Hilfe des Calnexin-spezifischen Antikörpers als Endoplasmatisches Retikulum identifiziert
werden konnten. Dabei konnte zudem beobachtet werden, daß nach Transfektion aller, für das
55kDa Gag Polyprotein kodierenden Expressionsvektoren, wie z.B. pc-ER-syngag∆1, ER-
syngagMyr-∆1 und ER-syngagMyr-∆1/142, die Antigene zwar vorwiegend aber nicht ausschließlich
im ER lokalisiert waren. Dagegen konnten alle 24kDa Kapsidproteine nach Transfektion von z.B.
pc-ERsynp24, pc-ERsynp24∆1 und pc-ERsynp24∆1/142 ausschließlich im ER nachgewiesen
werden. Somit konnte gezeigt werden, daß durch eine N-terminale Fusion der ER-Signalsequenz,
ursprünglich zytoplasmatische Proteine in das ER transloziert werden.
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Abbildung C-26 Immunfluoreszenzmikroskopie. Nach Transfektion von H1299 Zellen mit den entsprechenden Vektoren (A-I)
wurden die viralen Proteine (1) in den mit DAPI unspezifisch angefärbten Zellen (2) mit Hilfe p24/55-spezifischer Antikörper
(16/4/2 und 13/5) und anti-mouse-FITC sekundären AK sowie (3) das ER-Markerprotein Calnexin mit dem Antikörper H-70
und anti-rabbit-Cy3 konjugierten Sekundärantikörpern detektiert. (4) Ko-Lokalisation (gelber Bereich) durch Überlagerung
grün-fluoreszierender (Gag bzw. p24) und rot-fluoreszierender Bereiche (Calnexin). (Expressionsvektoren: (A) pc-syngag
(B) pc-ERsyngag∆1 (C) pc-syngagMyr- (D) pc-ERsyngagMyr-∆1 (E) pc-syngagMyr-∆1/142 (F) pc-synp24 (G) pc-ERsynp24
(H) pc-ERsynp24∆1 (I) pc-ERsynp24∆1/142)
C.5.2.3 Sekretion modifizierter HI-viraler Antigene
In den folgenden Versuchen sollte die Sekretion der aufgrund der N-terminalen
Signalsequenz in das ER translozierten, viralen Proteine, Pr55gag, Pr55gagMyr- und p24KA
nachgewiesen werden. Dazu wurden humane H1299 Zellen mit den entsprechenden
Expressionskonstrukten transfiziert, 24h nach Transfektion in An- und Abwesenheit von Brefeldin
A (BFA) mit radioaktivem [35S]-Methionin in vivo markiert und die transient exprimierten, HI-
viralen Proteine sowohl aus den Zellysaten als auch aus den Zellkulturüberständen mittels
p24/p55-spezifischer Antikörper immunpräzipitiert (vgl. Abb. C-27). Das aus dem Pilz Penicillium
brefeldianum gewonnene Stoffwechselprodukt Brefeldin A inhibiert den vesikulären Transport
vom ER in Richtung Golgi und inhibiert infolgedessen die Proteinsekretion in eukaryontischen
Zellen.
Abbildung C-27. Sekretion der in das Endoplasmatische Retikulum (ER) transportierten viralen Antigene (A) Pr55gag, (B)
myristylierungsdefektes Pr55gagMyr- und (C) p24 Kapsidantigen. 24h nach Transfektion humaner H1299 Zellen mit (mock)
pcDNA3, (1) pc-syngag, (3) pc-ERsyngag∆1, (4) pc-syngagMyr-, (5) pc-ERsyngagMyr (6) pc-ERsyngagMyr∆1, (7) pc-
ERsyngagMyr∆1/142, (8) pc-synp24, (9) pc-ERsynp24, (10) pc-ERsynp24∆1 und (11) pc-ERsynp24∆1/142 wurden die
transient exprimierten Proteine in vivo radioaktiv mit [35S]-Methionin markiert (4h) und anschließend die HIV-spezifischen
Proteine mittels p24/p55-spezifischen Antikörpern (16/4/2 und 13/5) aus den Zellysaten sowie Zellkulturüberständen
immunpräzipitiert. Das Präzipitat wurde daraufhin elektrophoretisch in einem 12,5%- (A,B) bzw. 15%-igem SDS-PAGE (C)
aufgetrennt und autoradiographisch detektiert. Zur Blockierung der zellulären, sekretorischen Prozesse wurde in
Parallelansätzen die radioaktive Markierung in Gegenwart (+) von Brefeldin A (5µg/ml) durchgeführt.
Das 55kDa Gag Protein konnte sowohl in den Zellen als auch in den Überstand von mit pc-
syngag transfizierten Zellen detektiert werden. Da die Menge an extrazellulärem Protein durch die
Anwesenheit von BFA nicht verändert wurde, konnte demonstriert bzw. bestätigt werden, daß die
Freisetzung des myristylierten Polyproteins in Form Virus-ähnlicher Partikel ein von der
Proteinsekretion unabhängiger Prozeß ist. Im Gegensatz dazu konnten nach Transfektion von pc-
ERsyngag∆1 zwei dominante, sowohl intrazellulär als auch extrazellulär vorhandene Gag-
spezifische Isoformen (55kda, > 55kDa) detektiert werden. Beide Isoformen konnten als
Sekretproteine identifiziert werden, da durch BFA die Sekretion in den Überstand inhibiert
wurde. Ähnliche Ergebnisse wurden nach Transfektion der für das myrisylierungsdefekte Gag
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Protein kodierenden Vektoren pc-syngagMyr- und pc-syngagMyr-∆1 erzielt. Nach Transfektion
von pc-syngagMyr wurde das 55kDa Protein sowohl in den Zellysaten als auch unabhängig von
der Anwesenheit von BFA im Überstand detektiert. Da allerdings im Vergleich zu mit pc-syngag
transfizierten Zellen die Menge an extrazellulärem Protein signifikant reduziert war und die
Ausbildung und Freisetzung Virus-ähnlicher Partikel nachweislich nicht möglich ist, handelt es sich
in diesem Fall vermutlich spontan durch Zellyse freigesetztes Protein. Zudem konnte gezeigt
werden, daß auch nach nach Transfektion von pc-ERsyngagMyr-, pc-ERsyngagMyr-∆1 und pc-
ERsyngagMyr-∆1/142 zwei sekretorische Gag-spezifische Isoformen mit unterschiedlichem
Molekulargewicht in den Zellysaten und im Überstand vorhanden waren. Zusätzlich aber wurde
nach Transfektion von pc-ERsyngagMyr-∆1/142 der Wegfall einer ca. 40kDa Gag-spezifischen,
lediglich intrazellulär lokalisierten Isoform beobachtet. Ferner konnte gezeigt werden, daß, im
Gegensatz zu denjenigen Zellen, die mit den für das 55kDa Polyprotein kodierenden Vektoren
transfiziert worden waren, nach Transfektion von pc-ERsynp24, pc-ERsynp24-∆1 und pc-synp24-
∆1/142 lediglich ein sekretorisches, 24kDa Protein in vivo exprimiert wurde, welches sowohl
intrazellulär als auch in Abwesenheit von BFA im Überstand nachgewiesen werden konnte. Im
allgemeinen konnte festgestellt werden, daß alle mit dem Signalpeptid versehenen
Fusionsproteine stärker exprimiert werden. Ferner konnten bei allen in den Überstand
sezernierten 55kDa Gag-spezifischen Proteine insgesamt vier dominante Isoformen detektiert
werden: wt-Gag (55kDa), G1 (< 55kDa), G2 (~35kDa) und G4 (~25kDa). Zudem wurde
beobachtet, daß eine Inhibition der Proteinsekretion nach Transfektion der für die in das ER
translozierten 55kDa Polyproteine kodierenden Expressionsvektoren eine intrazelluläre
Akkumulation der G1-Isoform in Relation zu dem 55kDa Gag Protein führte.
C.5.3 Einfluß einer veränderten, zellulären Lokalisation und
Sekretion HI-viraler Antigene auf die Immunogenität in vivo
Im folgenden sollten die Auswirkungen einer ko-translationalen, in das ER translozierten
und von den Zellen in großen Mengen sezernierten viralen Antigenen (sc) im Vergleich zu
zytoplasmatisch lokalisierten (zy) oder als integrierter Bestandteil von Lipoproteinpartikeln (pa) in
den Überstand freigesetzten HI-viralen Proteine auf die Immunogenität in vivo untersucht
werden. Dazu wurden weibliche Balb/c Mäuse 3x im Abstand von 3 Wochen mit je 50µg der
jeweiligen, an entsprechender Stelle angegebenen Plasmid-DNA i.m. (Tibialis anterior)
immunisiert und die humorale und zelluläre Immunantwort zu den angegebenen Zeitpunkten
analysiert. Zu diesem Zweck wurden die Gag-spezifischen Ig,- IgG1,- und IgG2a-Titer der
immunisierten Versuchstiere zwei Wochen nach der zweiten bzw. eine Woche nach der dritten
Immunisierung bestimmt. Zudem wurden die Antigen-spezifischen, zellulären Reaktivitäten der
Milzzellen eine Woche nach der dritten Immunisierung untersucht.
C.5.3.1 Zytoplasmatische versus sekretorische Antigene
In der folgenden Studie sollte die Immunogenität des myristylierungsdefekten und
infolgedessen zytoplasmatisch, lokalisierten 55kDa Polyproteins (zy-Pr55gag) sowie des 24kDa
Kapsidantigens (zy-p24KA) mit den entsprechenden modifizierten und sezernierten
Proteinvarianten (sc-Pr55gag; sc-p24KA) verglichen werden. Zu diesem Zweck wurden die
Versuchstiere mit den Expressionsvektoren pc-syngagMyr- (zy-Pr55gag), pc-ERsyngagMyr-∆1 (sc-
Pr55gag), pc-synp24 (ic-p24KA) und pc-synp24∆1 (sc-p24KA) immunisiert und die Immunantworten
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vergleichend analysiert (vgl. Abb. C-28, A und B). Dabei konnte gezeigt werden, daß die
Expression des sekretorischen Gag Proteins in vivo im Vergleich zu der intrazellulär lokalisierten
Variante, eine eindeutige TH2-polarisierte Immunantwort (IgG1>IgG2a) induziert, die
charakerisiert ist, durch eine Erhöhung Gag-spezifscher Antikörper (Faktor 2) sowie einer um den
Faktor 2 reduzierten Freisetzung von IFN-γ nach in vitro Restimulation der Splenozyten mit
spezifischen Peptiden. Dennoch konnten keine Unterschiede hinsichtlich der in vivo induzierten
und gegen das murine p24-spezifische Epitop A9Ip24/1 gerichtete CD8+ zytotoxischen T-
Zellantwort beobachtet werden (21% spezifische Lyse bei einer E.T Ratio von 50:1). Im Gegensatz
dazu konnte nach Immunisierung des für das sekretorische Kapsidantigen kodierenden
Expressionskonstrukts pc-synp24∆1 eine signifikante Reduktion (Faktor 3) sowohl der induzierten
p24-spezifischen ZTL-Antwort als auch der IFN-γ Freisetzung nach in vitro Restimulation der
Splenozyten mit Peptiden nachgewiesen werden. Während somit nach Immunisierung der pc-
synp24 Plasmid-DNA eine Peptid-spezfische Lyse von durchschnittlich 27% gemessen wurde,
konnte nach Immunisierung von pc-ERsynp24∆1 lediglich eine Lyse von 8,5% detektiert werden.
Zudem konnte gezeigt werden, daß auch eine Expression des sekretorischen 24kDa
Kapsidantigens in vivo eine deutliche TH2-polarisierte Immunantwort sowie eine leichte Erhöhung
Gag-spezifischer Ig-Titer (Faktor 1,5) induzierte.
Abbildung C-28 Einfluß der Lokalisation viraler Antigene auf die Immunogenität in vivo. Balb/c-Mäuse wurden 3x mit je
50µg Plasmid-DNA i.m. (Tibialis anterior) immunisiert und die induzierten (1) Gag-spezifischen AK-Titer sowie (2) das
Verhältnis der AK-Isotypen (IgG1/IgG2a) 2 Wochen nach der zweiten Immunisierung und eine Woche nach der dritten
Immunisierung analysiert. Aus den präparierten Milzzellkulturen (3+4) wurde die ZTL-spezifische Lyse von mit A9Ip24
„gepulsten“ P815 Zielzellen sowie (5) die IFN-γ Freisetzung mit Peptid in vitro restimulierter Splenozyten bestimmt. (A)
Vergleich der humoralen und zellulären Immunantwort von zytoplasmatischem (zy-Pr55gag) und sekretorischem (sc-Pr55gag)
55kDa Gag Protein nach Immunisierung von pc-syngagMyr- und pc-ERsyngagMyr-∆1 (B) Vergleich der humoralen und
zellulären Immunantwort von zytoplasmatischem (zy-p24KA) und sekretorischem (sc-p24KA) 24kDa Kapsidantigen nach
Immunisierung von pc-synp24 und pc-ERsynp24∆1. (C) Vergleich der humoralen und zellulären Immunantwort von
partikulärem (pa-Pr55gag) und sekretorischem (sc-Pr55gag) 55kDa Gag Protein nach Immunisierung von pc-syngag und pc-
ERsyngag∆1.
C.5.3.2 Partikuläres versus sekretorisches Antigen
Im folgenden Versuch sollte die Immunogenität des in Form von Virus-ähnlichen Partikeln
aus den Zellen freigesetzte, myrisylierte partikuläre 55kDa Polyproteins (pa-Pr55gag) mit dem
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entsprechendem modifizierten und sezernierten Proteinvariante (sc-Pr55gag) verglichen werden.
Zu diesem Zweck wurden die Versuchstiere mit den Expressionsvektoren pc-syngag und pc-
ERsyngag∆1 immunisiert und die induzierte Immunantwort analysiert (vgl. Abb. C-28, C). Dabei
konnte gezeigt werden, daß die in vivo Expression des sekretorischen Gag Proteins im Vergleich
zum partikulärem Pr55gag eine TH2-polarisierte Immunantwort induziert, die geprägt ist von einer
leichten Erhöhung Gag-spezifischer, humoraler Immunantworten (Faktor 1,5) und einer um den
Faktor 2 reduzierten IFN-γ Sekretion nach in vitro Restimulation der Splenozyten mit Peptiden.
Dennoch wurde unabhängig davon, ob das 55kDa Antigen sezerniert oder als VLPs freigesetzt
wurde, eine unveränderte, p24 (A9Ip24/1)-spezifische CD8+ zytoxische T Zellyse von
durchschnittlich 18,5% (pc-syngag) bzw. 17,3% (pc-ERsyngag∆1) detektiert.
C.5.3.3 Einfluß der zytoplasmatischen p40* Gag-Isoform auf die
Immunogenität antigener Sekretproteine
In der folgenden Studie sollte der Rolle der aufgrund einer internen Cap-unabhängigen
Translationsinitiationsstelle generierten und zytoplasmatisch lokalisierten p40* Gag-Isoform bei
der Induktion spezifischer Immunantworten gegen die sekretorischen Proteine, sc-Pr55gag und sc-
p24KA untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden die Versuchstiere mit den
Expressionsvektoren pc-ERsyngagMyr-∆1, pc-ERsyngag∆1/142, pc-ERsynp24∆1 und pc-
ERsynp24∆1/142 i.m. immunisiert und die induzierte Immunantwort analysiert (vgl. Abb. C-29).
Abbildung C-29 Bedeutung des aufgrund einer interenen Translationsinitiationsstelle generierten, zytoplamsatisch
lokalisierten p40* Gag-Isoform für die Immunogenität sekretorischer Antigene in vivo. Balb/c-Mäuse wurden 3x mit je 50µg
Plasmid-DNA i.m. (Tibialis anterior) immunisiert und die induzierten (1) Gag-spezifischen AK-Titer sowie (2) das Verhältnis
der AK-Isotypen (IgG1/IgG2a) 2 Wochen nach der zweiten Immunisierung und eine Woch nach der dritten Immunisierung
analysiert. (3) IFN-γ Sekretion von mit Peptid in vitro restimulierten Splenozyten (4+5) CD8+ zytotoxische T-Zellyse von mit
A9Ip24 „gepulsten“ P815 Zielzellen. (A) Vergleich der humoralen und zellulären Immunantwort von sekretorischem 55kDa
Gag Protein mit (pc-ERsyngagMyr-∆1) bzw. ohne Anwesenheit einer p40*-Isoform (pc-ERsyngagMyr-∆1/142) (B) Vergleich
der humoralen und zellulären Immunantwort von sekretorischem 24kDa Kapsidantigens ohne (pc-ERsynp24∆1) bzw. mit
Zerstörung der internen Startstelle der p40*-Isoform (pc-ERsynp24∆1/142).
Erwartungsgemäß wurde in allen Fällen aufgrund der in vivo Expression sekretorischer
Antigene eine deutliche TH2-polarisierte Immunantwort (IgG1a < IgG2a) induziert. Zudem
konnte keine signifikante Veränderung der Gag-spezifischen humoralen Immunantwort
beobachtet werden. Während nach Immunisierung von pc-ERsynp24∆1/142, im Vergleich zu pc-
ERsynp24∆1, ebenfalls keine Veränderung der CD8+ zytotoxischen T-Zellantwort festgestellt
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wurde, konnte nach Vakzinierung des Expressionskonstrukts pc-ERsyngag∆1/142 gezeigt werden,
daß, im Vergleich zu pc-ERsyngagMyr-∆1, eine um 50% reduzierte CD8+ zytotoxische T-
Zellanwort gegen das p24-spezifische Epitop A9Ip24/1 vivo induziert worden war. Zusätzlich war
auch die IFN-γ Freisetzung von mit Peptid restimulierten Splenozyten um den Faktor 2 reduziert.
C.5.4 Zusammenfassung
In den molekularbiologischen Experimenten konnte zunächst gezeigt werden, daß das HI-
virale Pr55gag Polprotein, das myristylierungsdefekte Gag Protein und das 24kDa Kapsidprotein mit
Hilfe einer N-terminalen ER-Signalsequenz des adenoviralen 19kDa-E3 Proteins ko-translational in
das Lumen des Endoplasmatischen Retikulums transloziert und als Sekretproteine von den
transient transfizierten Zellen in den Überstand freigesetzt werden können. In einer DNA-
Immunisierungsstudie im Balb/c-Mausmodell konnte nachgewiesen werden, daß die in vivo
exprimierte, sezernierte Form des Kapsidproteins (sc-p24KA), im Vergleich zum zytoplasmatisch
lokalisiertem Protein (ic-p24KA), eine um 50% reduzierte zelluläre sowie eine leicht erhöhte
(Faktor 1,5) humorale TH2-polarisierte Immunantwort induzierte. Ferner konnte gezeigt werden,
daß nach DNA-Immunisierung der entsprechenden Vektoren, das sekretorische 55kDa
Polyprotein (sc-Pr55gag) im Vergleich zum myristylierungsdefektem und intrazellulär lokalisiertem
(ic-Pr55gag) sowie auch des partikulären Pr55gag-Proteins (pa-Pr55gag), ein um den Faktor 1,5-2
erhöhte Gag-spezifischen humoralen TH2-polarisierte Immunantwort induziert, obwohl die
induzierten p24-spezifischen ZTL-Antworten, trotz detektierter verringerter IFN-γ Freisetzung von
mit Peptid in vitro restimulierten Splenozyten, identisch waren. In einer weiteren
Immunisierungstudie konnte gezeigt werden, daß die Mutation der internen
Translationsinitationstelle und infolgedessen der Verlust einer zytoplasmatisch lokalisierten p40*
Gag Isoform, zwar keine Bedeutung auf die induzierten Antworten nach Expression des
sekretorischen 24kDa Kapsidantigens in vivo besitzt, jedoch essentiell für die p24-spezifische
CD8+ zytotoxische T Zellantwort des Pr55gag-Sekretproteins zu sein scheint.
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C.6 DNA-Vakzinierung von „Minigenen“: Induktion isolierter CD8+
zytotoxischer T-Zellantworten
Die DNA-Immunisierung und die damit verbundene in vivo Expression viraler
Fremdproteine und insbesondere regulatorischer Proteine und toxischer Virulenzfaktoren, birgt
stets die Gefahr unerwünschter, zytotoxischer Nebeneffekte. Zur Verbesserung der Sicherheit
sollten im folgenden DNA-Vakzine Vektoren entwickelt werden, deren Genprodukte eine
isolierte, CD8+ zytotoxische T-Zellantwort induzieren sollten. Hierzu wurden ausgewählte
murine, MHC-Klasse I restringierte Epitope mit einer ER-Signalsequenz versehen, um auf diese
Weise eine TAP-unabhängige Translokation von immunogenen Epitopen in das ER und
infolgedessen eine Komplexierung mit MHC-Klasse-I Molekülen zu gewährleisten. Die
Immunogenität dieser monovalenten Minigene sollte im folgenden im Balb/c-Mausmodell
evaluiert werden. Ferner sollte die Minigen-Immunisierung der Vakzinierung des für das
Pr55gagV3/IIIB Protein kodierenden Expressionsvektors pc-syngagV3/IIIB gegenübergestellt werden.
C.6.1 Konstruktion der „Minigene“ und Beschreibung der
Expressionskonstrukte
Zur Herstellung der Minigene, wurden drei bekannte ZTL-Epitope des murinen Haplotyps
H-2d ausgewählt, wobei zwei in der für das Kapsidprotein p24KA (A9Ip24/1: 197-205 aa. bzw.
E10Fp24/2: 291- 300 aa.) kodierenden Region des Gag Polyproteins, und eines in der für die V3-
Schleife des gp120 Hüllproteins (R10IV3/IIIB: 318-327 aa.) kodierenden env Region zu finden sind
(vgl. Abb. C-30). Diese Epitope wurden C-terminal an das adenovirale (Ad2) 19kDa-E3 ER-
Signalpeptid fusioniert, um eine ko-translationale Translokation der immunogenen Peptide in das
Endoplasmatische Retikulum (ER) zu gewährleisten. Die Genkassetten, die upstream des
Translationsstart-Kodons (ATG) zusätzlich mit der Konsensus-Kozak Sequenz (5‘-GCC GCC ACC-
3‘; Kozak et al., 1987) sowie downstream mit zwei Translationstop-Kodons (TGA TGA) versehen
wurden, wurden mittels PCR („Hot Start PCR“) unter Verwendung überlappender Primer
hergestellt. Das Gen ER-A9Ip24/1 wurde unter Verwendung der Primerpaare ER-f1 (5‘-cgc cac cAT
GAG GTA CAT GAT TTT AGG CTT GCT CGC CCT TGC GGC AGT CTG CAG CGC TGC-3‘) und
ER-gag1/r1 (5‘-GGT CTC CTT CAG CAT CTG CAT GGC GGC AGC GCT GCA GAC TGC CGC
AAG G-3‘) sowie ER-f2 (5‘-gct cgc tcg aat tcg ccg cca ccA TG-3‘) und ER-gag1/r2 (5‘-cgt cag gct
cga gTC ATC AGA TGG TCT CCT TCA GC-3‘) hergestellt. Aus den Primerpaare ER-f1 und ER-
gag2/r1 (5‘-CCT GTC CAC GTA GTC CCT GAA GGG CTC GGC AGC GCT GCA GAC TGC CGC
AAG G-3‘) sowie ER-f2 und ER-gag2/r2 (5‘-cgt cag gct cga gTC ATC AGA ACC TGT CC-3‘) wurde
das Gen ER- E10Fp24/2 synthetisiert. Zur Herstellung der Gensequenz ER- R10IV3/IIIB wurden die
Primerpaare ER-f1 und ER-V3/r1 (5‘-GGT CAC GAA GGC CCT GCC GGG GCC CCT GGC AGC
GCT GCA GAC TGC CGC AAG G-3‘) sowie ER-f2 und ER-V3/r2 (5‘-cgt cag gct cga gTC ATC AGA
TGG TCA CGA AGG CCC TGC-3‘) verwendet. Die auf diese Weise synthetisierten 123-126 bp
großen Fragmente wurden anschließend über EcoRI/XhoI in den eukaryontischen
Expressionsvektor pcDNA3.1. kloniert. Zum Vergleich der in vivo Immunogenität wurde das
DNA-Plasmid pc-syngag-V3/IIIB, welches das C-terminal um die V3-Schleife erweiterte Pr55gag-
Polyprotein exprimiert und somit die murinen ZTL-Epitope A9Ip24/1, E10Fp24/2 und R10IV3/IIIB besitzt,
verwendet.
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Abbildung C-30  Schematische Darstellung der monovalenten Minigene (1) pc-ER-A9Ip24/1, (2) pc-ER-E10Fp24/2 und (3) pc-
ER-R10IV3/IIIB. Die Kodon optimierten Gensequenzen der drei definierten murinen (H-2d) ZTL-Epitope des HI-viralen 24kDa
Kapsidproteins A9I (197AMQMLKETI205) und E10F (291EPFRDYVDRF300) sowie des gp120 Hüllproteins R10I
(318RGPGRAFVTI327) wurden mittels PCR C-terminal an das ER-Signalpeptid des adenoviralen 19kDa-E3 Proteins
fusioniert.
C.6.2  Immunogenität von Minigenen in vivo
Zur Evaluierung der Immunogenität der generierten, monovalenten Minigene in vivo,
wurden Balb/c-Mäuse 3x im Abstand von 3 Wochen mit je 100µg der DNA-Plasmide pc-ER-
A9Ip24/1, pc-ER-E10Fp24/2 und pc-ER-R10IV3/IIIB und des für das HI-virale Pr55gagV3/IIIIB kodierenden
Expressionsvektors pc-syngagV3/IIIB i.m. (tibialis anterior) immunisiert und die humorale und
zelluläre Immunantwort eine Woche nach der dritten Immunisierung analysiert (vgl. Abb. C-31).
Abbildung C-31 Immunogenität der monovalenten Minigene (1) pc-ER-A9Ip24/1, (2) pc-ER-E10Fp24/2 und (3) pc-ER-
R10IV3/IIIB im Vergleich zur (4) pc-syngagV3/IIIB DNA-Vakzine. Weibliche Balb/c-Mäuse wurden 3x im Abstand von 3
Wochen mit je 100µg der entsprechenden Plasmid-DNA i.m. (Tibialis anterior) immunisiert. Eine Woche nach der dritten
Immunisierung wurden (A) die Gag-spezifischen Ig-Titer aus dem Serum der Versuchstiere sowie (B) die CD8+ zytotoxische
T-Zellyse von mit A9Ip24 E10Fp24/2 bzw. R10IV3/IIIB „gepulsten“ P815 Zielzellen bestimmt.
Während nach der dritten Vakzinierung mit pc-syngagV3/IIIB Plasmid-DNA Gag-spezifische
AK-Titer von durchschnittlich 1:260.000 induziert wurden, konnte in den mit monovalenten
Minigenen immunisierten Versuchstieren keine Induktion der humoralen Immunantwort
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detektiert werden. Dennoch konnte gezeigt werden, daß nach DNA-Immunisierung von pc-ER-
R10IV3/IIIB (25%) und mit geringeren Effizienz auch nach einer Vakzinierung mit pc-ER-A9Ip24/1
(16%) eine isolierte, gegen das entsprechende Peptid gerichtete CD8+ zytotoxische T-Zellantwort,
bei einer E.T Ratio von 100:1, generiert wurde. Eine Immunisierung des Minigens pc-ER-E10Fp24/2
konnte dagegen keine spezifische ZTL-Antwort induzieren. Ferner konnte beobachtet werden,
daß, im Vergleich zu den Minigen-Immunisierungen, die durch die in vivo Expression des
komplexen Pr55gagV3/IIIB Proteins nach Immunisierung von pc-syngagV3/IIIB induzierten ZTL-
Antworten generell um den Faktor 2-3 erhöht waren. Ferner wurde die höchsten CD8+-
spezifische Lyse gegen die murine p24-spezifischen Epitope A9Ip24 (50%) und E10Fp24 (40%)
nachgewiesen. Die CD8+ zellulären Reaktivität gegen das ZTL-Epitop R10IV3/IIIB war dagegen im
Vergleich zu dem Epitop A9Ip24 um den Faktor 3 reduziert (30%).
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C.7 Verbesserung der zytotoxischen T-Zellantwort durch Erhöhung
intrazellulärer Degradationsereignisse
Die zelluläre Immunabwehr gegen virale Infektionen umfaßt vornehmlich die „Erkennung“
und anschließende Lyse infizierter und Antigen-prozessierender Zellen. Die Degradation
zytoplasmatischer, nukleärer, sowie ER-ständiger Antigene erfolgt dabei durch zytosolische
Proteasomen. Die auf diese Weise im Zytosol generierten Peptide werden anschließend über
membranständige Transportproteine (TAP, „transporter associated with antigen processing“) in das
Lumen des ERs transportiert und komplexieren dort mit MHC-Klasse I Molekülen, Heterodimere
aus einem 45kDa Membranprotein („class I heavy chain“) und einem nicht-kovalent assoziiertem
β2-Mikroglobulin Molekül („class I light chain“; β2m). Dieser trimere, an die Zelloberfläche
transportierte Komplex wird von zytotoxischen CD8+ T-Lymphozyten erkannt und führt zur Lyse
der Antigen-prozessierenden bzw. präsentierenden und somit infizierten Zelle (vgl. Abb. A-7, A).
Da somit die Degradation viraler Fremdantigene eine zentrale Stellung bei der MHC-Klasse I
vermittelten zytotoxischen T-Zell Antwort einnimmt, sollte in den folgenden Experimenten
untersucht werden, ob und in welchem Ausmaß die Effizienz und Häufigkeit intrazellulärer
Degradationsereignisse mit der Immunogenität des jeweiligen Antigens korreliert. Zu diesem
Zweck sollten zunächst Gag-spezifische DNA-Vakzine Vektoren entwickelt werden, deren
Genprodukte eine signifikant erhöhte Degradation aufwiesen.
C.7.1 Einfluß von Ubiquitin-Konjugation sowie der „N-End“ Regel
auf die Degradation des Gag Proteins
Die nicht-lysosomale und ATP-abhängige Proteindegradation erfolgt in Eukaryonten durch
zytosolische, aus mehreren Proteinuntereinheiten bestehenden, hochmolekularen Proteasomen
(zur Übersicht: Rivett et al., 1992). Obwohl die Ursachen und Mechanismen selektiver
Proteindegradation in eukaryontischen Zellen vielfältig und bislang größtenteils noch
unverstanden sind, wurde als wichtigster Ko-Faktor der ATP-abhängigen Proteolyse, das
hochkonservierte, 8.5kDa Polypeptid Ubiquitin, beschrieben und charakterisiert (Goldstein et al.,
1975; Wilkinson et al., 1980; Ciechanover et al., Hershko et al., 1980). Die „Markierung“ der zu
degradierenden Proteine erfolgt dabei durch die kovalente Verknüpfung des C-terminalen
Gylzinrestes (Gly76) eines Ubiquitin Monomers mit einem geeigneten Lysinrest (εNH2) des
entsprechenden Substrats. Polyubiquitinylierten Proteine, die durch Verknüpfungen mehrerer
Ubiquitin-Monomeren generiert werden, werden anschließend von polaren 19S-Komplexen des
Proteasomen gebunden, entfaltet und nach Abspaltung der Ubiquitin-Untereinheiten durch
Translokation der Polypeptidkette in das katalytische Zentrum der Proteasomen degradiert. Das
erste identifizierte Degradationssignal (Degron), welches zur Ubiquitinilierung und proteasomalen
Degradation von vermutlich endoproteolytisch gespaltener und funktionsloser Proteine führt, sind
definierte N-terminale basische (Arg, His, Lys) oder hydrophile (Leu, Phe, Trp, Tyr)
Aminosäurenreste des entsprechenden Proteins („N-End Rule“) (Bachmeir et al., 1986). Im
folgenden sollten verschiedenen Expressionsvektoren generiert werden, welche zum einen
Ubiquitin-Gag Fusionsproteine exprimierten und zum anderen nach Abspaltung des N-terminalen
Ubiquitinrestes eine destabilisierende Aminosäure exponierten. Auf diese Weise sollte das HI-
virale Antigen Pr55gag destabilisiert und der proteasomalen Degradation zugeführt werden, um so
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die MHC-Klasse I Präsentation und die damit verbundene zytotoxische T-Zell Immunantwort der
DNA-Vakzine  in vivo zu erhöhen.
C.7.1.1 Konstruktion und Beschreibung der Expressionskonstrukte
Ubiquitin wird als Polyprotein exprimiert und post-translational durch eine Isopeptidase in
die einzelnen Ubiquitin-Monomere gespalten. Das Gen selbst (accession number M26880)
beinhaltet repetitive, kodierende Sequenzeinheiten, so daß eine 228bp-umfassende Ubiquitin
cDNA Einheit direkt mittels PCR unter Verwendung des Primerpaares Ub-1f (5‘-ATG CAG ATC
TTC GTG AAG ACC C-3‘) und Ub-1r (5‘-ACC CCC CCT CAA GCG CAG GAC C -3‘) aus
humaner, genomischer DNA amplifiziert und in den Vektor pcR-ScriptTM subkloniert werden
konnte. Anschließend wurden durch PCR unter Verwendung der in nachfolgender Tabelle
aufgelisteten Primerpaare verschiedene Ubiquitin und syngag, syngag(Myr-), syngagV3/IIIB bzw.
syngag(Myr-)V3/IIIB Produkte mit ca. 20bp überlappenden 3‘ bzw. 5‘ Enden generiert, und diese
mittels einer nachfolgenden Fusions-PCR zu einer einheitlichen kodierenden Sequenz fusioniert.
Zusätzlich zur Kozak-Konsensus Sequenz im 5‘-nicht-translatiertem Bereich (5‘-GCC GCC ACC-
3‘; Kozak et al., 1987) wurden Restriktionschnittstellen eingefügt, die eine Umsetzung der PCR-
Produkte mit Hilfe der Enzyme EcoRI/XbaI in den eukaryontischen Expressionsvektor pcDNA3.1
ermöglichten. Dadurch wurden insgesamt 14 verschiedene Ubiquitin-Gag Expressionskonstrukte
hergestellt (vgl. Abb. C-32).
Ubiquitin-Fragmente 1-7 syngag Fragmente 1-7 syngagV3/IIIB. Fragmente 1-7
forward reverse forward reverse forward reverse
Ub_Af Ub_B1r Ub_C1f Ub_Dr Ub_C1f Ub_Dr*
Ub_B2r Ub_C2f Ub_C2f
Ub_B3r Ub_C3f Ub_C3f
Ub_B4r Ub_C4f Ub_C4f
Ub_B5r Ub_C5f Ub_C5f
Ub_B6r Ub_C6f Ub_C6f
Ub_B7r Ub_C7f Ub_C7f
Ub_Af
Ub_B1r
Ub_B3r
Ub_B4r
Ub_B5r
Ub_B6r
Ub_B7r
Ub_C1f
Ub_C2f
Ub_C3f
Ub_C3f
Ub_C5f
Ub_C6f
Ub_C7f
Ub_Dr
Ub_Dr *
5‘-cgc tca GAA TTC GCC GCC ACC ATG CAG ATC TTC GTG AAG ACC-3‘
5‘-GGC CCT GGC GCC CAT ACC CCC CCT CAA GCG CAG GAC-3‘
5‘-GGC CCT GGC GCC CCT CCT CCC CCT CAA GCG CAG GAC-3‘
5‘-GGC CCT GGC GCC CAT CCT CCC CCT CAA GCG CAG GAC-3‘
5‘-GGC CCT GGC GCC CCT CAC CAC CCT CAA GCG CAG GAC-3‘
5‘-GGC CCT GGC GGC CAT ACC CCC CCT CAA GCG CAG GAC-3‘
5‘-GGC CCT GGC GGC CCT ACC CCC CCT CAA GCG CAG GAC-3‘
5‘-GGG GGT ATG GGC GCC AGG GCC AGC-3‘
5‘-GGG GGT AGG GGC GCC AGG GCC AGC-3‘
5‘-GGG AGG AGG GGC GCC AGG GCC AGC-3‘
5‘-GGG AGG ATG GGC GCC AGG GCC AGC-3‘
5‘-GTG GTG AGG GGC GCC AGG GCC AGC-3‘
5‘-GGG GGT ATG GCC GCC AGG GCC AGC-3‘
5‘-GGG GGT AGG GCC GCC AGG GCC AGC-3‘
5‘-gct cgc aTC TAG ATC ATC AGT TGC AGT GGG CCT GC-3‘
5‘-gct cgc aTC TAG ATC ATC ACT GGC TGC TGG GGT CG-3‘
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Die dadurch von den jeweiligen Expressionsvektoren exprimierten Fusionsproteine besitzen
am Ubiquitin/Gag Übergang unterschiedliche Aminosäuresequenzen. Die Aminosäuresequenz
GG/MG enthält die für die natürliche Abspaltung von Ubiquitin notwendigen Glyzinreste
Gly75Gly76. Das freigesetzte Pr55gag Protein wiederum besitzt sowohl den natürliche N-terminalen,
stabilisierenden Methioninrest als auch die für die Myristylierung und Freisetzung partikulärer
VLPs essentiellen Glyzinrest Gly2 (pc-Ubsyngag1). Zur Generierung eines „N-End Rule“ Degrons
wurde der Methioninest Met1 des Pr55gag Proteins zu Arginin Arg1 mutiert (GG/RG), um so nach
Abspaltung der Ubiquitin-Einheit eine destabilisierende Aminosäure zu exponieren und das virale
Antigen dadurch der proteasomalen Degradation zuzuführen (pc-Ubsyngag2). Bei den drei
restlichen Fusionsproteinen ist die Abspaltung des Ubiquitin durch unterschiedliche Mutationen
der Spaltstelle (GR/RG (pc-Ubsyngag3); GR/MG (pc-Ubsyngag4); VV/RG (pc-Ubsyngag5))
blockiert. Die fusionierte Ubiquitin-Einheit sollte hierbei als Initiator einer Polyubiquitinilierung
dienen. Eine nach Ubiquitin Abspaltung exponierte destabilisierende Aminosäure an Position 1
(Arg1) sollte auch das myristylierungsdefekte Pr55gag Protein zur proteosomalen Degradation
markieren (GG/RA (pc-Ubsyngag7)). Die entsprechende Kontrolle stellt das den Met1-Rest
beibehaltende Fusionsprotein dar (GG/MA (pc-Ubsyngag6)). Die Expressionskonstrukte, die mit
V3/IIIB gekennzeichnet sind, besitzen C-terminal eine um die variable Domäne V3 des gp120
Hüllproteins (HIV-IIIB Isolat) verlängerte Proteinsequenz, welches das murine ZTL-Epitop
R10IV3/IIIB (H-2d) beinhaltet. Die Mutationen innerhalb der Fusionsübergänge entsprechen dabei
den bereits beschriebenen Veränderungen.
Abbildung C-32 Schematische Darstellung und Beschreibung der Expressionsvektoren, welche für verschiedene Ubiquitin-
Gag (syngag) bzw. Ubiquitin-GagV3/IIIB (syngagV3/IIIB) Fusionsproteine kodieren. Die Unterschiede beziehen sich
hauptsächlich auf den Ubiquitin-Gag Fusionsübergang, wobei die ursprünglichen Aminosäurereste in grauen Buchstaben
und die mutierten Aminosäurereste in schwarzen Buchstaben dargestellt sind. Während die Ubiquitineinheit im Falle der von
(2) pc-Ubsyngag1, (3) pc-Ubsyngag2 und (8) pc-Ubsyngag6 kodierenden Proteine abgespalten werden kann, kodieren die
Plasmide (4) pc-Ubsyngag3, (5) pc-Ubsyngag4, (6) pc-Ubsyngag5 und (9) pc-Ubsyngag7 für verschiedenen Ubiquitin-Gag
Fusionsproteine, die polyubiquinitliert werden sollten. Die von den Plasmiden (2) pc-Ubsyngag1 und (8) pc-Ubsyngag6
exprimierten Proteine besitzten nach Abspaltung des Ubiquitinrestes eine exponierte N-terminale , stabilisierende (Met1), das
von (3) pc-Ubsyngag2 exprimierte Protein eine destabilisierende (Arg1) Aminosäure. (Ub = Ubiquitin; Polyub.
Polyubiquitinilierung)
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C.7.1.2 Expressionsanalyse Ubiquitin-konjugierter viraler Antigene
In den folgenden Experimenten sollte zunächst untersucht werden, ob die in transient
transfizierten Zellen exprimierten, modifizierten Pr55gag Proteine eine gegenüber dem Wildtyp
Gag Protein deutlich verringerte Halbwertszeit (HWZ1/2), aufgrund erhöhter
Degradationsereignisse, besitzen. Unter der Voraussetzung, daß eine signifikante Verkürzung der
„Lebensspanne“, die absolute, intrazelluläre Konzentration der Antigene verringert, wurden
humane H1299 Zellen mit den entsprechenden Expressionsvektoren transfiziert und die Pr55gag
Expression in den Zellysaten sowohl qualitativ mittels Immunoblot als auch quantitativ im ELISA
analysiert. Zudem wurde die extrazelluläre Gag Konzentration in den Zellkulturüberständen
quantifiziert, und die Freisetzung Virus-ähnlicher Partikel in den Überstand transfizierter Zellen
überprüft (vgl. Abb. C-33). Nach Transfektion der pc-syngagUb1 Plasmid-DNA konnte sowohl die
Expression eines 55kDa Gag-spezifischen Proteins als auch die Freisetzung von VLPs
nachgewiesen werden. Somit konnte gezeigt werden, daß der N-terminale Ubiquin-Anteil
erwartungsgemäß abgespalten wurde. Dennoch konnte im Vergleich zu mit pc-syngag
transfizierten Zellen beobachtet werden, daß die Gag Konzentration in den Zellen um den Faktor
2 höher, und das Verhältnis zur extrazellulären Menge um ca. 40% reduziert war. Ferner konnte
nach Transfektion der pc-syngagUb2 Plasmid-DNA die Expression einer niedermolekulare Gag-
spezifische Isoform (< 55kDa) detektiert werden, wobei parallel keine Freisetzung von VLPs
nachgewiesen werden konnte. Dies führte zur Annahme einer fehlerhaften Abspaltung des
Ubiquitins, wobei die Spaltstelle unbekannt ist. Weiterhin konnte gezeigt werden, daß die
Transfektion der Vektoren pc-syngagUb3, pc-syngagUb4 sowie pc-syngagUb5 zur Expression
stabiler Ubiquitin-Gag Fusionsproteine (> 55kDa), welche nicht als partikuläre Antigene in den
Überstand freigesetzt werden, führt. Die Ub-Gag Fusionsproteine konnten allerdings trotz
Verwendung unterschiedlicher Ubiquitin-spezifischer Antikörpern durch Western Blot Analyse
nicht detektiert werden (nicht gezeigt). Nach Transfektion von pc-syngagMyr-, pc-syngagUb6
sowie pc-syngagUb7 konnten ebenfalls die Expression von 55kDa Proteine in den Zellysaten
nachgewiesen werden. Identische Ergebnisse wurden mit den entsprechenden, C-terminal um die
V3-Domäne erweiterten Expressionskonstrukte erzielt (nicht gezeigt). Zusammenfassend konnte
somit festgestellt werden, daß keines der beschriebenen Verfahren die Stabilität des in vivo
exprimierten Pr55gag Proteins in der Weise beeinflussen konnte, daß die intrazellulär exprimierten
Gag Konzentrationen signifikant reduziert worden wären.
Abbildung C-33 Gag Expressionsanalyse nach Tranfektion humaner H1299 Zellen mit (1) pc-syngag, (2) pc-Ubsyngag1, (3)
pc-Ubsyngag2, (4) pc-Ubsyngag3, (5) pc-Ubsyngag4 (6) pc-Ubsyngag5, (7) pc-syngagMyr-, (8) pc-Ubsyngag6 und (9) pc-
Ubsyngag7. (A) 48h nach Transfektion wurden je 100µg Gesamtprotein der Zellysate sowie ½ Vol. der aus dem Überstand
(10ml) aufgereinigten VLPs in einem 12,5%-igem SDS-PAGE aufgetrennt und mit Hilfe p24/55-spezifischen Antikörper
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(16/4/2, 13/5) durch Western Blot Analyse detektiert.(Gag = 55kDa, Ub-Gag = Ubiquitin-Gag Fusionsprotein > 55kDa) (B)
36h nach Transfektion die intrazelluläre Pr55gag Konzentration in den Zellysaten sowie die extrazelluläre Pr55gag
Konzentration in den Zellkulturübertsänden (2ml) mittels p24-spezifischen ELISA quantifiziert. Als interne Kontrolle und zur
Normalisierung der ermittelten intrazellulären Pr55gag Konzentrationen wurde die Zellen mit 1µg des Luziferase-
Reporterkonstrukts pGl2-control ko-transfiziert (1) Gegenüberstellung der detektierten intrazellulären (ng Pr55gag/106 RLU)
und extrazellulären (pg Pr55gag/ml) Gag Konzentration 36h nach Transfektion (2) Verhältnis der nachgewiesenen
extrazellulären und intrazellulären Gag Konzentrationen, wobei der ermittelte Wert nach Transfektion des Vektors pc-syngag
= 1 gesetzt wurde.
C.7.1.3 Bestimmmung der Halbwertszeit in vivo exprimierter Proteine
Zur genauen Bestimmung der Halbwertszeit (HWZ) der Antigene in vivo, wurden die
humanen H1299 Zellen mit den Expressionsvektoren pc-syngagMyr- und pc-syngagUb7
transfiziert und die über einen definierten Zeitraum (15min) synthetisierten Proteine mit [35S]-
Methionin markiert. Anschließend wurde die Abnahme der intrazellulären Pr55gag Menge in
Gegenwart des Translationsinhibitors Cycloheximid über mehrere Stunden hinweg verfolgt, indem
das Pr55gag Polyprotein zu unterschiedlichen Zeitpunkten mittels p24-spezifischen Antikörpern aus
den gewonnenen Zellysaten immunpräzipitiert und analysiert wurde (vgl. Abb. C-34).
Abbildung C-34 Bestimmung der Halbwertszeit (HWZ) des Pr55gag Polyproteins nach Transfektion von H1299 Zellen mit
den Expressionskonstrukten pc-syngagMyr- und pc-UbsyngagMyr-. 24h nach Transfektion wurden die über einen Zeitraum
von 15min in vivo synthetisierten Proteine radioaktiv mit [35S]-Methionin markiert (t0) und die Gag-spezifischen Proteine zu
unterschiedlichen Zeitpunkten (t[h]) mit Hilfe p24/55-spezifischer Antikörper (16/4/2; 13/5) aus den gewonnenen Zellysaten
immunpräzipitiert. Das Präzipitat wurde anschließend in einem 12,5%-igem SDS-PAGE aufgetrennt und die Proteine
autoradiographisch detektiert. Die HWZ ist per definitionem derjenige Zeitpunkt, an dem nur noch 50% der zum Zeitpunkt t0
detektierten Proteinmenge aufgrund zellulärer Degradationsereignisse vorhanden sind. (A) Halbwertszeitbestimmung des
myristylierungsdefekten 55kDa Gag Proteins (schwarzer Pfeil) sowie der 40kDa Gag Isoform (grauer Pfeil) nach
Transfektion von pc-syngagMyr-. (B) Halbwertszeitbestimmung von Pr55gagMyr- (schwarzer Pfeil) in Anwesenheit des
Translationsinhibitors Cycloheximid (100µg/ml). (C) Vergleich der Halbwertszeiten von 55kDa-Gag (schwarzer Pfeil) in mit
pc-syngagMyr- bzw. pc-Ubsyngag7 transfizierten Zellen in Anwesenheit von Cycloheximid.
In diesem Experiment konnte gezeigt werden, daß das myristylierungsdefekte, intrazelluläre
HI-virale Strukturprotein Pr55gag Protein mit einer HWZ1/2 von > 20h mit zu den stabilsten
Proteinen zählt. Ferner wurde nachgewiesen, daß auch das modifizierte Pr55gag Protein, welches
am N-Terminus anstelle des Methionins ein „destabilisierendes“ Arginin besitzt, mit einer HWZ1/2
> 20h stabil ist. Im Gegensatz dazu konnte beobachtet werden, daß das durch die interne
Translationsinitation (AUG142) synthetisierte p40* Protein eine HWZ von weniger als 3h besitzt
und somit effizienter degradiert wird als das 55kDa Polyprotein selbst.
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C.7.2 Einfluß eines C-terminalen PEST-Degrons auf die Stabilität
viraler Antigene
In der nachfolgenden Studie sollte, alternativ zum „N End Rule“-Degron, der Einfluß eines
sequenzspezifischen PEST-Degron (zur Übersicht: Rechsteiner und Rogers, 1996) auf die Stabilität
der HI-viralen Pr55gag Polyproteins und des 24kDa Kapsidproteins untersucht werden. Zu diesem
Zweck wurden verschiedene Expressionskonstrukte generiert, deren Genprodukte, Pr55gag bzw.
p24KA, C-terminal um ein konstitutives, Ubiquitin-unabhängiges PEST-Motif der murinen Ornithin-
Decarboxylase (mODC) erweitert waren.
C.7.2.1 Konstruktion und Beschreibung der Expressionskonstrukte
Die C-terminale PEST-Sequenz (aa. 424-450) der murinen mODC (accession number:
M10624) wurde mittels PCR unter Verwendung der überlappenden Primerpaare mODC_1f (5‘-
GCT TCC CGC CGG AGG TGG AGG AGC AGG ATG ATG GCA CGC TGC CCA TGT CTT GTG
C-3‘) und mODC_2r (5‘-CCT CAT CAG TGA CGG TCC ATC CCG CTC TCC TGG GCA CAA GAC
ATG GGC AGC GTG CC-3‘) sowie mODC_3f (5‘-gct cgc tcA GAT CTC ATG GCT TCC CGC CGG
GGT GG-3‘) und mODC_4r (cgc cga gtG GAT CCT CAT CAG TGA CGG TCC-3‘) synthetisch
hergestellt und in den Vektor pcR-Script subkloniert. Das 100bp-umfassende mODC Fragment,
welches am 5‘-Ende zwei Translationsstop-Kodons (TGA TGA) besitzt, wurden anschließend über
BglII/BamHI in die mit BamH1 linearisierten eukaryontischen Expressionsvektoren pc-syngag∆Stop
und pc-synp24∆Stop kloniert. Die auf diese Weise klonierten eukaryontischen
Expressionsvektoren pc-syngagPEST und pc-synp24PEST kodieren demnach für das Pr55gag bzw.
p24KA Protein, welches C-terminal um die PEST-Sequenz der murinen Ornithin-Decarboxylase
(mODC; (HGFPPEVEEQDDGTLPMSCAQESGMDRH) verlängert ist. Am Übergang enstanden
aufgrund der BglII/BamH1 Hybridrestriktionsschnittstelle (A/GATCT) die Aminosäurenreste Arginin
und Serin (......PSSQ-RS-HGFPP...).
Abbildung C-35 Schematische Darstellung und Beschreibung der Expressionsvektoren (A) Lokalisation der Degrons PEST1
(aa 296-334) und PEST2 (aa. 424-450) innerhalb der murinen Ornithin-Decarboxylase, mODC (aa- 1-462). (B) Darstellung
der eukaryontischen Expressionskonstrukte, welche für das Gag Polyprotein (1) pc-syngag und (2) pc-syngagPEST bzw. das
Kapsidprotein (3) pc-synp24 und (4) pc-synp24PEST kodieren.
KEQPGSDDEDESNEQTFMYYVNDGVYGSFNCILYDH
HGFPPEVEEQDDGTLPMSCAQESGMDRH
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syngag1 pc-syngag  1566bp (522 aa.)
syngag PEST12 pc-syngagPEST 1656bp (552 aa)
synp24 PEST14 pc-synp24PEST  783bp (261 aa.)
synp243 pc-synp24  693bp (231 aa.)
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C.7.2.2  Analyse der Expression PEST-konjugierter Proteine
Zur Analyse des Einfluß des C-terminalen PEST-Degrons der mODC auf die Stabilität von
Pr55gag und des 24kDa Kapsiantigens wurde, die humane Zellinie H1299, die murinen Zellinien
C2C12 und 3T3 sowie die Hamsterzellinie CHO mit den Expressionsvektoren pc-syngag, pc-
syngagPEST sowie pc-synp24 und pc-synp24PEST transfiziert und die Expression mittels Western
Blot Analyse untersucht (nicht gezeigt). Obwohl nach Transfektion derjenigen Vektoren, die für
die C-terminal um das PEST-Degron verlängerten Antigene Gag-PEST bzw. p24-PEST kodierten,
höher-molekulare Proteine detektiert wurden, konnte qualitativ keine Expressionsunterschiede
festgestellt werden. Demnach konnte gezeigt werden, daß auch nicht eine C-terminale Fusion des
PEST-Degrons zur Degradation der äußerst stabilen HI-viralen Strukturproteine Pr55gag und p24KA
führte.
C.7.3 Einfluß gezielter Aminosäurensubstitutionen auf die Stabilität
viraler Antigene
Neben sequenzspezifischen Degradationssignalen können auch andere Faktoren die
Stabilität von Proteinen in vivo beeinflussen. So werden z.B. fehlerhaft gefaltete oder verkürzte
Proteine einer proteasomalen Degradation zugeführt. In vorausangegangenen Arbeiten von Tanja
Fitzon und Bernd Leschonsky, konnte im Rahmen von Untersuchungen von die Virusreplikation
beeinflußenden Strukturelementen innerhalb des Pr55gag-Polyproteins (Fitzon T., et al. 2000,
B.Leschonsky Dissertation IMMH, Regensburg, 2000), gezeigt werden, daß die nicht-
konservativen Aminosäuremutationen innerhalb einer Prolin-reichen Region (P231→L231) bzw. der
konservierten MHR („major homology region“-Region (L314→-H314) zu einer signifikanten
Reduktion intrazllulärer und partikulärer Pr55gag Konzentrationen, nach Transfektion der
entsprechenden proviralen Konstrukte, führte. In der folgenden Studie sollte der Einfluß dieser
singulären Aminosäuresubstitutionen auf die Stabilität des transient exprimierten Pr55gag
Polyproteins, des myristylierungsdefekten Pr55gag Proteins sowie des 24kDa Kapsidproteins
untersucht werden. Zu diesem Zweck wurden entsprechend modifizierte Expressionsvektoren
hergestellt, und anschließend die Expression in transient transfizierten Zellen analysiert.
C.7.3.1 Konstruktion und Beschreibung der Expressionskonstrukte
Die entsprechenden Expressionskonstrukte, die für Gag bzw das Kapsidprotein p24 mit der
entsprechenden „Prolinmutation“ P241→L241 (M1) bzw. der „MHR-Mutation“ L314→H314 (M2)
kodieren, wurden durch in vitro Mutagense mittels PCR unter Verwendung der Primerpaare
p24M1_f (5‘-GAT GAG GGA GCT GCG CGG CAG CGA C-3‘) und p24M1_r (5‘-GTC GCT GCC
GCG CAG CTC CCT CATC-3‘) sowie p24M1_f (5‘-GGT TCT ACA AGA CCC ACC GCG CCG
AGC-3‘) und p24M2_r (5‘-GCT CGG CGC GGT GGG TCT TGT AGA ACC-3‘) aus den
eukaryontischen Expressionsvektoren pc-syngag, pc-syngagMyr-, pc-synp24CA generiert. Die zur
Analyse der Stabilität mutierter Proteine verwendeten Expressionsvektoren sind in Abbildung C-36
schematisch dargestellt.
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Abbildung C-36 Schematische Darstellung und Beschreibung der Expressionsvektoren (1-9). Mittels in vitro Mutagenese
wurden die singulären, nicht konservativen Aminosäuresubstitutionen, M1 (P-241-L) bzw M2 (L-314-H) in die kodierenden
Regionen von (1-3) Pr55gag von dem (4-5) myristylierungsdefektem Pr55gag Protein und (7-9) dem Kapsidproteins p24KA
einfügt.
C.7.3.2 Expressionsanalyse mutierter viraler Antigene
In einer gekoppelten Transkription/Translationsreaktion konnte zunächst die Expression
gleicher Mengen der viralen 55kDa Polyproteine bzw. 24kDa Kapsidantigene, unabhängig von
den jeweiligen internen Aminosäuremutation M1 und M2 in vitro nachgewiesen werden. Nach
Transfektion der humanen Zellinie H1299 mit den entsprechenden Expressionsvektoren konnte
in einer Western Blot Analyse gezeigt werden, daß die Menge des myristylierungsdefekten Pr55gag
Proteins und des Kapsidproteins p24KA durch die Aminosäuresubstitutionen M1 bzw. M2
qualitativ nicht verändert wurde. Im Gegensatz dazu war die intrazelluläre Pr55gag Menge nach
Transfektion des Vektors pc-syngagM2, im Vergleich zu mit pc-syngag bzw. pc-syngagM1
transfizierten Zellen, deutlich erhöht. Ferner wurde nach Transfektion der pc-syngagM2 Plasmid-
DNA eine verringerte Partikelfreisetzung in den Überstand festgestellt. Die Quantifizierung der
Gag bzw. Kapsidproteinen in den Zellysaten und Überständen derjeniger Zellen, die mit pc-
syngagM1, pc-syngagMyr-M1 und pc-synp24M1 transfiziert worden waren, ergab wiederholt und
auch unter Verwendung zweier verschiedener „p24 Capture ELISAs“ vom Western Blot
abweichende Ergebnisse. Dies führte zu der Vermutung, daß die Aminosäure P241 für die
Erkennung der p24-spezifischen Antikörper essentiell ist und somit die M1-mutierten (P241→L241)
Gag Proteine nicht oder nur unzureichend im ELISA detektiert werden konnten. Mit Ausnahme
der genannten M1-Expressionkonstrukte, konnte allerdings das Ergebnis der Western Blot Analyse
auch quantitativ im ELISA bestätigt werden. Identische Ergebnisse wurden auch mit der nicht
humanen Primatenzellinie COS-7 und der murinen Zellinie C2C12 erzielt. Ferner konnte in einem
„Pulse/Chase“-Experiment nach Transfektion von H1299 mit pc-syngagMyr- und pc-syngagMyr-
M1 exemplarisch bestätigt werden, daß die Aminosäurenmutation keinen Einfluß auf die Stabilität
des 55kDa Proteins hatte. Interessantweise konnte ergänzend zu den Ergebnissen der
gag
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Expressionsanlyse mit Hilfe der Immunfluoreszenzmikroskopie beobachtet werden, daß nach
Transfektion von pc-syngagM2, das exprimierte Pr55gag im Vergleich zu mit pc-syngag und pc-
syngag-M1 transfizierten Zellen in ungewöhnlichen, konzentrisch ringförmigen Strukturen
lokalisiert ist (nicht gezeigt). Dieses Ergebnis unterstützt die These, daß die Mutation M2 (L314→-
H314) innerhalb der konservierten MHR-Region des HI-viralen Polyproteins eine wichtige Rolle bei
der Ausbildung oder Freisetzung Virus-ähnlicher Pr55gag Partikel besitzt. Dennoch wurde durch
die eingefügten Mutationen M1 und M2 keine Destabilisierung der viralen Antigene beobachtet.
Abbildung C-37 Einfluß der nicht-konservativen, singulären Aminosäuresubstitutionen M1 (P-231-L) und M2 (L-314-H) auf
die Stabilität viraler Strukturproteine. (A) Gekoppelte in vitro Transkription/Translation (Promega, Mannheim) von je 500ng
der jeweiligen Plasmid-DNA. (B) Expressions viraler Strukturproteine und Freisetzung Partikulärer VLPs 48h nach
Transfektion der humanen Zellinie H1299 Zellen mit den jeweiligen Expressionsvektoren. Zur internen Kontrolle und
Normalisierung der Transfektionseffizienzen wurden die Zellen mit dem Luziferase-Reporterkonstrukt pGL2-control (1µg) ko-
transfiziert (1) Quantifizierung der intrazellulären und extrazellulären Gag (ng Pr55gag/106 RLU) bzw. p24 Konzentrationen
(ng p24/106 RLU) im ELISA (2) Für die Western Blot Analyse wurden je 100µg Gesamtprotein der präparierten Zellysate
sowie 1/2Vol. der aus dem Überstand (10ml) aufgereinigten VLPs auf einem 12,5%-igem bzw. 15%-igem SDS-PAGE
aufgetrennt und anschließend die transferierten Proteine mittels p17 sowie p24/p55-spezifischer Antikörper (16/4/2, 13/5,
3H7) detektiert.(Gag = 55kDa, p40* = Gag Isoform aufgrund interener Translationsinitatiosnstelle (AUG142) (C)
Bestimmung der HWZ der Strukturproteine mittels „Pulse/Chase“-Experimenten nach Transfektion von H1299 mit pc-
syngagMyr- und pc-syngagMyr-M1. (Expressionsvektoren: (1) pc-syngag, (2) pc-syngagM1, (3) pc-syngagM2, (4) pc-
syngagMyr-, (5) pc-syngagMyr-M1, (6) pc-syngagMyr-M2, (7) pc-synp24, (8) pc-synp24M1 und (9) pc-synp24M2; mock =
mit pcDNA3.1 transfizierte Zellen)
C.7.4 Zusammenfassung
Ziel dieser Studie war, mit Hilfe unterschiedlichster Verfahren und Modifikationen die
Halbwertszeit der HI-virale Strukturproteine Gag und p24KA zu verkürzen (HWZ=<3min), um so,
aufgrund der infolgedessen erhöhten Degradationsereignisse, die MHC-Klasse I restringierte,
CD8+ zytotoxische T-Zellantwort zu erhöhen. Allerdings konnte weder mit Hilfe N-terminaler
Ubiquitinilierungen, destabilisierender N-terminaler Aminosäurereste („N-End“-Regel), des
sequenzspezifischen C-terminale PEST-Degrons der murinen Ornithin-Decarboxylase (mODC),
sowie vermeintlich „destabilisierender“ Aminosäuremutationen (P241L, L314H) die hohe
Stabilität (HWZ=>20h) der Strukturproteine Pr55gag, Pr55gagMyr- und p24KA merklich beeinflußt
werden. Mittels der in diesen Experimenten durchgeführten Protein-Modifikationen, wie z.B.
Ubiquitinilierung und der Aminosäuresubstitution M2 (L314→H314), wurde ausschließlich die
Ausbildung und Freisetzung Virus-ähnlicher Partikel in den Überstand transfizierter Zellen
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blockiert. Da bereits das Versuchsziel in vitro nicht ereicht wurde, wurde auf eine zusätzliche in
vivo Immunisierungsstudie im Balb/c-Tiermodell verzichtet.
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C.8 Immunogenität myogener DNA-Vakzine Vektoren
Neben der Verbesserung der Expression und Antigenpräsentation viraler Proteine steht bei
der Entwicklung geeigneter DNA-Vakzine Vektoren die Optimierung des Vektorsystems selbst im
Vordergrund. Eukaryontische Expressionsvektoren besitzen zumeist einen starken, konstitutiven
viralen Promotor, der eine effiziente transiente Genexpression gewähleistet. Für Impfstoffe auf der
Basis von DNA-Plasmiden ist allerdings die Verwendung viraler Promotoren, wie z.B. die der
humanpathogenen DNA-Viren CMV („cytomegalievirus“), RSV („rous-sarcoma virus“), oder SV40
(„simian virus 40)“ aufgrund verschiedenster Sicherheitsbedenken fragwürdig. So könnten z.B. die
Zelltyp-unabhängigen, unkontrollierbar hohen Expressionsraten aufgrund von
Autoimmunreaktionen zu Organschädigungen oder zu einer immunologischer Attenuation
gegenüber Fremdantigenen führen. Aus diesem Grund sollte in der folgenden Studie die Effizienz
des gewebs,- und differenzierungsbhängigen autologen Promotors der murinen Kreatin-Kinase
(MCK; „muscle creatine kinase“) mit der des frühen, viralen hCMV-Promotors sowohl in vitro
bezüglich der Expressionsraten als auch in vivo im Hinblick auf die Induktion einer effizienten
Immunantwort gegen das jeweilig exprimierte Antigen im Balb/c-Mausmodell verglichen werden.
C.8.1 Konstruktion und Beschreibung der Expressionskonstrukte
Die Kreatin Kinase der quergestreiften Skelettmuskulatur wird ausschließlich in
differenzierten, vielkernigen Muskelzellen (Myotuben) exprimiert. Der die gewebs,- und
differenzierungsabhängige Genexpression regulierende, ca. 6.5kb umfassende MCK Promotor
besitzt eine Vielzahl von cis-aktiven Elementen, wie z.B. das 206bp umfassenden E1-Enhancer
Element (-1050 bis –1256 nt.), welches hauptsächlich die muskelspezifische Expression
gewährleistet, das Enhancer Element E2 (738 bis 1599 nt.) innerhalb des ersten Introns, den
basalen Promotor und weitere vereinzelte Sequenzmotive. Innerhalb des E1 Enhancer Elements
befinden sich Bindestellen für ubiquitäre und ebenso für verschiedene muskelspezifische
Faktoren, wie z.B. MEF-2, MyoD, Myf5 oder Myogenin, die wiederum erst dann wirksam sind,
wenn die Proliferation von Myoblasten zum Stillstand gekommen ist und diese sich zu Myotuben
differenzieren (Johnson et al., 1989; Jaynes et al., 1986 und 1988; Sternberg et al., 1988 ). Für die
vergleichenden Untersuchungen konstitutiver und gewebsspezifischer Promotoren wurden
zunächst geeignete Luziferase-Reporterkonstrukte hergestellt. Dabei wurde der kodierende
Bereich der Luziferase unter Kontrolle des 6,5kb Vollänge MCK-Promotors, des verkürzten
1350bp umfassenden MCK-Promotors (-1350 bis +1 nt.), des viralen CMV-Promotor sowie eines
MCK/CMV Hybridpromotor, welcher ca 250bp upstream der vollständigen, regulatorischen
Elementen des CMV-Promotors das für die Muskelspezifität verantwortliche E1-Enhancer Element
des MCK-Promotors besitzt, gestellt. Letzteres sollte eine im Vergleich mit dem MCK-Promotor
erhöhte und dennoch muskelspezifische Expression ermöglichen. Für die Evaluierung in vivo
wurden auf der Basis von pcDNA3.1 Vektoren Expressionsvektoren generiert, die das Pr55gag
Protein, das myristylierungsdefekte Pr55gag Protein und das p24 Kapsidantigen unter Kontrolle des
CMV-Promotors, des 1350bp MCK-Promotor oder des MCK/CMV-Promotor exprimieren (vgl.
Abb. C-38).
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Abbildung C-38 Schematische Darstellung und Beschreibung der Expressionskonstrukte zur Charakterisierung und
Evaluierung myogener DNA-Vakzine Vektoren im Vergleich zu herkömmlichen Vektoren (A) Schema des muskelspezifischen
Enhancer/Promotorbereichs der murinen Kreatin Kinase, MCK („muscle creatine kinase“), welcher für die
gewebsspezfische und differenzierungsabhängige Expression verantwortlich ist (E1 = Enhancer 1 (-1050 bis -1256), E2 =
Enhancer 2 (738 bis 1599), basaler Promotor, sowie 1kb Spacer Region mit zusätzlichen Bindungsmotiven myogener und
ubiquitärer Transkriptionsfaktoren (B) Luziferase-Reporterkonstrukte (1-5) auf der Basis der pGL2-Vektoren (Promega,
Mannhein) sowie (6-7) der von PD. Dr. H. Lochmüller (Genzentrum, München) zur Verfügung gestellten Vektoren. (C)
Eukaryontische Expressionskonstrukte auf Basis von pcDNA3.1. zur (1, 4, 7) Expression von Pr55gag, (2, 5, 8) dem
myristylierungsdefektem Pr55gag und (3, 6, 8) dem 24kDa Kapsidantigen unter Kontrolle des (1-3) konstitutiven viralen
CMV-Promotor, (4-5) des muskelspezifischen MCK-Promotors und (7-9) dem MCK/CMV-Hybridpromotor.
C.8.1.1 Klonierung der Luziferase-Reporterkonstrukte
Zur Bestimmung der Promotoraktivitäten in eukaryontischen Zellkultursystemen wurden
verschiedene Luziferase Reporterkonstrukte (vgl. Abb. C-38) auf Basis der pGl2-Basic Vektoren
(Promega, Mannheim) kloniert, welcher keine zusätzlichen Enhancer Regionen besitzt. Der
„immediate early“ Enhancer/Promotor des humanen Cytomegalievirus CMV (654bp) wurde als
877bp Fragment aus dem eukaryontischen Expressionsvektor pcDNA3.1 über die
Restriktionsschnittstellen BglII/HindIII in den Vektor pGL2-Basic umgesetzt (pGl2-CMV (6,4kb)). Zur
Herstellung des entsprechenden Reporterkonstrukts pGl2-MCK, welches die Luziferase unter
Kontrolle des murinen, gewebsspezifischen Promotors MCK exprimiert, wurde der 1350bp
umfassende MCK-Enhancer/Promotor aus dem Gentherapie-Vektor pAdMCK-1350, welcher
freundlicherweise von PD Dr.med. H.Lochmüller (Genzentrum, München) zur Verfügung gestellt
wurde, mittels BglII/HindIII in den pGL2-Basic kloniert (pGl2-MCK (6,9kb)). Der
gewebsspezifischen Enhancer E1 des MCK-Promotors (205 bp) wurde mittels PCR unter
Verwendung der Primerpaares E1_f (5‘-gct cgc tAG ATC TGA TGA GAG CAG CCA C-3‘) und E1_r
A
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(5‘-cct ccg gAG GAT CCA CCA GGG ACA GG-3‘) aus pAdMCK-1350 amplifiziert, und in den mit
Bgl II linearisierten Vektor pGl2-CMV inseriert (pGl2-MCK/CMV (6,6kb)). Ferner wurden die
Luziferase-Reporterkonstrukte pCMVlux (5,5kb), pMCK6.5lux (11,3kb) und pMCK1350lux
(6,15kb) von PD Dr.med H.Lochmüller zur Verfügung gestellt (Larochelle et al., 1997).
C.8.1.2 Klonierung der HIV-1 Pr55gag und p24KA Expressionskonstrukte
Der 1350bp MCK Promotor wurde Bgl II/Hind III aus dem Vektor pAdMCK1350 invers in
die MCS („multiple cloning site“) des eukaryontischen Vektors pcDNA3.1 subkloniert (pc-
MCK1350invers). Über EcoRV/Hind III wurde wiederum der MCK-Promotor in den mit Nru I/Hind III
linearisierten pc-DNA3.1 Vektor umgesetzt (pMCK1350). Der durch PCR amplifizierte Enhancer
E1 wurde Bgl II/BamH1 in den mit Bgl II linearisierten Vektor pcDNA3.1 kloniert (pMCK/CMV).
Die kodierenden Sequenzen syngag, syngagMyr-, synp24, syngagV3/IIIB, syngagMyr-V3/IIIB,
synp24-V3/IIIB wurden aus den entsprechenden pcDNA3.1 Expressionsvektoren (pCMV) Hind
III/XhoI in die Vektoren pMCK1350 und pMCK/CMV umgesetzt. Zur Übersicht sind diese
Expressionskonstrukte in Abbildung C-38 schematisch dargestellt.
C.8.2 Zellspezifität und vergleichende Expressionsanalysen
myogener DNA-Vakzine Vektoren
C.8.2.1 Charakterisierung der der murinen, myogenen Zellinie C2C12
Die murine, adärente (C3H) Zellinie C2C12 (Yaffe D. und Saxel O., 1977; Blau H. et al.,
1983) ist eine Myoblastenzellinie der Skelletmuskulatur, deren undifferenzierter Zellstatus
ausschließlich durch eine geringe Zelldichte, sowie einem Gehalt von 20% FCS im
Zellkulturmedium gewährleistet wird. Ein Entzug des Serums und der damit enthaltenen
Wachstumsfaktoren in Kombination mit zunehmender Zelldichte (80-85%) induziert die Fusion
und Differenzierung der Myoblasten zu kontraktilen, vielkernigen Myotuben, welche
charakteristische Strukturproteine, Enzyme und Transkriptionsfaktoren exprimieren. In einem
Vorversuch wurden C2C12 Zellen bei geringer Zelldichte ausgesät und nach Erreichen von 80%
Konfluenz (24h) in Differenzierungsmedium (DMEM/2% Pferdeserum (HS „ horse serum“))
kultiviert. Durch den Nachweis des auschließlich in differenzierten Muskelzellen exprimierten
Mikrofilamentproteins Troponin T (38kDa) und der Morphologie sowie Vielkernigkeit der Zellen
konnte der Differenzierungsgrad mittels Immunoblot bzw. Immunfluoreszenzmikroskopie
analysiert werden (nicht gezeigt). Demnach konnte bereits 24h nach Zugabe des
Differenzierungmediums differenzierte Zellen detektiert werden. Ein maximaler
Differenzierungstatus wurde i.d.R. 4 Tage nach Zugabe des Differenzierungsmedium festgestellt.
Bei längerer Kultivierung (Tag 6-10) konnte eine Reduktion muskelspezifischer Proteine sowie ein
zunehmender Zelltod (>10 Tage) beobachtet werden.
C.8.2.2 Vergleich der Aktivität und Zellspezifität der Promotoren
Zum Vergleich der Aktivität und Zellspezifität der verschiedenen Promotoren wurde die
humane Zellinie H1299, die murinen Zellinien 3T3 und mKSA, sowie undifferenzierte C2C12
Myoblasten mit den jeweiligen Luziferase-Reporterkonstrukten transfiziert, und die Luziferase
Aktivität nach 36h aus den Zellysaten bestimmt (RLU/µg Gesamtprotein] (vgl. Abb. C-39, A).
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Zudem wurden undifferenzierte C2C12 Zellen mit den entsprechenden Luziferase-
Reporterkonstrukten transfiziert und zur Analyse der Kinetik der Promotoraktivität über einen
Zeitraum von 12 Tagen in Differenzierungsmedium (t0-t12) kultiviert. Zu den angegebenen
Zeitpunkten wurde dann die Luziferase-Aktivtät in den Zellysaten bestimmt (vgl. Abb. C-39, B). In
diesen Versuchen konnte gezeigt werden, daß der virale CMV-Enhancer/Promotor konstutiv in
allen Zellinien, sowie unabhängig vom Differenzierungsstatus der Muskelzellen aktiv ist. Im
Vergleich dazu, betrug die Aktivität des viralen SV40-Enhancer/Promotors in allen untersuchten
Zellen nur durchschnittlich 6-9%. Der MCK-Promotor war dagegen sowohl in humanen als auch
in den murinen Fibroblastenzellen 3T3 und mKSA inaktiv. Ferner wurde beobachtet, daß die
Aktivität des MCK-Promotors im Vergleich zur detektierten CMV-Aktivität im Verlauf der
Differenzierung von C2C12 Myoblasten zu Myotuben von 2% (t0) auf ca. 50% (t12) gesteigert
werden konnte. Somit wurde die differenzierungsabhängige Muskelspezifität des MCK-
Enhancer/Promotor im Vergleich zu den konstitutiven, viralen CMV bzw. SV40-Promotoren
nachgewiesen. Der Hybridpromotor MCK/CMV besaß dagegen dieselben Eigenschaften wie der
CMV-Promotor/Enhancer.
Abbildung C-39 Aktivität und Zellspezifität verschiedener viraler und zellulärer Promotoren. (A) Die (a) humane Zellinie
H1299, die murinen Zellinien (b) 3T3 und (c) mKSA, sowie (d) murine, undifferenzierte C2C12 Myoblasten wurden mit den
entsprechenden Luziferase-Reporterkonstrukten (2) pGL2-basic, (3) pGL2-control (SV40-Promotor/Enhancer), (4) pGL2-
CMV, (5) pGL2-MCK und (6) pGL2-MCK/CMV transfiziert ((1) = nicht transfizierte Zellen). 24h nach Transfektion wurde
die Luziferase Aktivität in den Zellysten bestimmt (RLU/µg Gesamtprotein). (B) Undifferenzierte C2C12 Myoblasten wurden
mit den Luziferase-Reporterkonstrukten pGL2-basic (?), pGL2-CMV (?), pGL2-MCK (∆) und pGL2-MCK/CMV (?)
transfiziert und für weitere 12 Tage (t0-t12) in Differenzierungsmedium kultiviert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde die
Luziferase Aktivität in den Zellysaten bestimmt. (C) Graphische Zusammenfassung der MCK-Promotor Aktivität (%) im
Verhältnis zu der jeweiligen Aktivität des viralen CMV-Promotors (= 100%) in den nicht-myogenen Zellen H1299, 3T3 und
mKSA sowie in der Muskelzellinie C2C12 in verschiedenen Differenzierungstadien (t0, t1 und t12).
C.8.2.3 Einfluß von IFN-γ auf die Aktivität der Promotoren
Aus der Gentherapie Forschung ist bekannt, daß insbesondere virale Promotoren durch von
Immunzellen produzierte und sezernierte Zytokine und Chemokine blockiert werden können
(Qin L., et al., 1997; Harms JS und Splitter GA 1995). In den folgenden Experimenten sollte
untersucht werden, ob und in welchem Maße die Promotoraktivität des konstitutiven, viralen
CMV-Promotors bzw. des muskelspezifischen MCK-Promotors durch IFN-γ beeinflußt wird. Zu
diesem Zweck wurde die Luziferase-Aktivität 24h nach Zugabe von unterschiedlichen
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Konzentrationen rekombinantem, murinem IFN-γ (0-10ng/ml) in mit pGL2-CMV bzw. pGL2-
MCK/CMV transfizierten, undifferenzierten C2C12 Myoblasten bestimmt (vgl. Abb. C-40, A).
Zusätzlich wurde die Promotoraktivität 24h nach Zugabe von IFN-γ (0-200ng/ml) in mit pGL2-
CMV, pGL2-MCK und pGL2-MCK/CMV transfizierten, differenzierten C2C12 Zellen (t6) untersucht
(vgl. Abb. C-40, B). Dabei konnte gezeigt werden, daß die Promotor-Aktivität des viralen,
konstitutiven CMV-Promotors und des MCK/CMV-Promotors in undifferenzierten C2C12 bereits bei
einer Konzentration von 0,1ng/ml IFN-γ um durchschnittlich 30% bzw. von 0,5ng/ml IFN-γ um
50% reduziert wurde. Höhere Konzentrationen an IFN-γ hatten keine weitere Repression der
Genexpression zur Folge. Im Gegensatz dazu konnte in differenzierten C2C12 Myotuben erst bei
einer Konzentration von ca. 20ng/ml IFN-γ eine maximale Reduktion (50%) der CMV,- bzw.
MCK/CMV-Promotor Aktivität detektiert werden. Ferner konnte gezeigt werden, daß die Aktivität
des muskelspezifischen MCK-Promotors dagegen bereits schon ab einer Konzentration von
10ng/ml IFN-γ um durchschnittlich 75-80% reprimiert wird.
Abbildung C-40 Einfluß von IFN-γ auf die Aktivität viraler und zellulärer Promotoren. (A) Undifferenzierte C2C12
Myoblasten wurden mit den Luziferase-Reporterkonstrukten pGL2-CMV (?) und pGL2-MCK/CMV (∆) transfiziert. 36h nach
Transfektion bzw. 24h nach Zugabe von 0, 0.1, 0.5, 1.0, 5.0 oder 10 ng/ml rekombinantem, murinem IFN-γ  wurde die (1)
Luziferase Aktivität in den Zellysaten (RLU/µg Gesamtprotein) bestimmt. (2) Graphische Zusammenfassung der Reduktion
der durchschnittlichen CMV-Promotoraktivität (%) durch verschiedenen IFN-γ Konzentrationen (0-10ng/ml) (B)
Undifferenzierte C2C12 Zellen wurden mit den entsprechenden Luziferase-Reporterkonstrukten transfiziert und weitere 5
Tage in Differenzierungsmedium kultiviert. 24h nach Zugabe von 0, 10, 20, 50, 100 oder 200 ng/ml IFN-γ wurde die (1)
Luziferase Aktivität bestimmt. (2) Graphische Zusammenfassung der Reduktion der CMV,- MCK,- bzw. MCK/CMV-
Promotoraktivität (%) in differenzierten Muskelzellen durch 50ng/ml IFN-γ (0 ng/ml IFN-γ=100%).
C.8.2.4 Promotorabhängige Expression viraler Antigene
Zur Analyse der Genexpression der HI-viralen Antigene Pr55gag, Pr55gagMyr- und p24KA
unter der Kontrolle des CMV-Promotors, des muskelspezifischen Promotors und des MCK/CMV-
Hybridpromotors, wurde die humane H1299 Zellinie und die murinen Zellinien 3T3 und C2C12
mit den jeweiligen eukaryontischen Expressionskonstrukten transfiziert und die Expression durch
Western Blot Analyse analysiert (Abb. C-41). Dabei konnte gezeigt werden, daß sowohl der CMV-
Promotor als auch der Hybridpromotor MCK/CMV unabhängig vom Zelltyp und dem
Differenzierungsstatus der Zelle aktiv ist und eine hohe Expression aller viralen Antigene
gewährleistet. Eine Antigenexpression unter Kontrolle des muskelspezifischen MCK-Promotors
konnte nur in den transfizierten murinen Muskelzellinie C2C12 nachgewiesen werden, wobei
demgegenüber die Expression in differenzierten Myotuben deutlich gesteigert war. Dennoch
konnte, abweichend von den vorherigen Ergebnissen nach Transfektion der entsprechenden
Luziferase-Reporterkonstrukten, eine unspezifische, geringe Basalexpression der stabilen, viralen
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Struktruproteine in mit den myogener DNA-Vakzine Konstrukten transfizierten Zellinien
nachgewiesen werden.
Abbildung C-41  Expression der viralen Antigene Pr55gag, Pr55gagMyr- und p24KA unter Kontrolle des viralen konstitutiven
CMV-Promotors, des muskelspezifischen MCK-Promotors sowie des MCK/CMV-Hybridpromotors. (a) humane H1299
Zellen, (b) murine 3T3 und (c) undifferenzierte C2C12 Myoblasten wurden mit den Expressionsvektoren (1) pCMV-syngag, (2)
pMCK-syngag, (3) pMCK/CMV-syngag, (4) pCMV-syngagMyr-, (5) pMCK-syngagMyr-, (6) pCMV/MCK-syngagMyr-, (7)
pCMV-synp24, (8) pMCK-synp24 und (9) pMCK/CMV-synp24 transfiziert und nach 36h je 100µg Gesamtprotein der
Zellysate über ein 12,5%-iges SDS-PAGE aufgetrennt. Die HI-viralen Strukturproteine wurden mit Hilfe p24/55-spezifischer
Antikörper (16/4/2, 13/5) im Immunoblot detektiert. (d) Undifferenzierte C2C12 Myoblasten wurden –wie bereits beschrieben-
transfiziert und 60h in Differenzierungsmedium kultiviert. Anschließend wurde in den differenzierten C2C12 Myotuben die
Expression der viralen Strukturproteine analysiert.
C.8.3 Einfluß gewebspezifischer Expression viraler Antigene auf die
Immunogenität in vivo
In der folgenden Studie sollte die Auswirkung einer gewebspezifischer im Vergleich zu einer
konstitutiven Genexpression auf die Immunogenität zytoplasmatischer sowie freigesetzter,
partikulärer HI-viraler Antigene in vivo untersucht werden. Hierzu wurden weibliche Balb/c-
Mäuse 3x im Abstand von 3 Wochen mit je 100µg des jeweiligen Expressionsvektors i.m. (Tibialis
anterior) immunisiert. Jeweils eine Woche nach der primären, sowie 2 Wochen nach der zweiten
bzw. eine Woche nach der dritten Immunisierung wurden die Gag-spezifischen AK-Titer im
Serum immunisierter Tiere bestimmt. Die zelluläre Immunantwort wurde ebenfalls eine Woche
nach der zweiten Auffrischimpfung analysiert.
C.8.3.1 Die Stärke des Promotors korreliert mit der Immunogenität in vivo
Um den Einfluß unterschiedlicher Promotoren auf die Immunogenität des partikulären HI-
viralen Pr55gag Polyproteins zu untersuchen, wurden die Versuchstiere mit den
Expressionskonstrukten pCMV-syngag, pMCK-syngag und pMCK/CMV-syngag immunisiert und zu
den angegebenen Zeitpunkten die humorale und zelluläre Immunantwort analysiert. Dabei
konnte gezeigt werden, daß die durchschnittlichen Gag-spezifischen AK-Titer nach 3-maliger
Immunisierung der pMCK-syngag Plasmid-DNA (1:5.000-1:20.000) im Vergleich zu mit pCMV-
syngag immunisierten Versuchstieren (1:500.000) um den Faktor 20-100 geringer waren. Die AK-
Titer der mit dem Vektor pMCK/CMV-syngag immunisierten Tiere (1:500.000) wiesen dagegen
keine Unterschiede zu den mit pCMV-syngag immunisierten Mäusen auf. Zudem konnte bei den
mit pMCK-syngag und pMCK/CMV-syngag immunisierten Tieren eine geringügige Verschiebung
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des IgG1/IgG2a-Verhältnissen und infolgedessen eine TH2-Polarisierung der induzierten
Immunantwort beobachtet werden. Zudem konnte gezeigt werden, daß die gegen das p24-
spezifische Peptid A9Ip24/1 gerichtete CD8+ T-Zell spezifische Lyse in den mit pCMV-syngag
immunisierten Tieren am höchsten war (40%). Demgegenüber waren die ZTL-spezifische
Immunantwort in mit pMCK/CMV-syngag immunisierten Mäusen geringfügig (33%) und in mit
pMCK-syngag immunisierten Tieren um den Faktor 2,2 (18%) reduziert. Diese Verhältnis spiegelte
sich ebenfalls in der Menge an freigesetztem IFN-γ nach in vitro Restimulation der Splenozyten
mit unterschiedlichen Pr55gag bzw. p24KA-spezfischen Antigenen und insbesondere mit ZTL-
Peptiden wieder. Im Vergleich mit den in vitro Expressionsanalysen konnte demnach gezeigt
werden, daß die ermittelte Expressionsstärke direkt mit der Immunogenität des in vivo
exprimierten partikulären Gag Proteins korreliert.
Abbildung C-42 Einfluß der Aktivität und Zellspezifität des Promotors auf die Immunogenität von für das patikuläre Pr55gag
Protein kodierender DNA-Vakzine Vektoren. Weibliche Balb/c-Mäuse wurden 3x im Abstand von 3 Wochen mit je 100µg
pCMV-syngag, pMCK-syngag sowie pMCK/CMV-syngag i.m. (Tibialis anterior) immunisiert. (A) Absolute Gag-spezifische
(1) Ig-Titer sowie (2) Titer der AK-Isotypen IgG1 und IgG2a vor (W0) bzw. eine Woche nach der ersten (W2), 2 Wochen
nach der zweiten (W5) und eine Woche nach dritten Immunisierung (W7). (B) Gag-spezifische zelluläre Immunantworten
(Milz) eine Woche nach der dritten Immunisierung: (1) CD8+ zytotoxische T-Zellantwort gegen mit dem MHC-Klasse I
restringiertem Peptid A9Ip24/1 „gepulste“ P815 Zellen. (2-4) IFN-γ Freisetzung in vitro restimulierter Splenozyten (48h) mit
(2) 10µM des jeweiligen ZTL-Peptids A9Ip24/1, E10Fp24/2 und R10FV3/IIIB, (3) mit 1µg bzw. 5µg Pr55gag-VLPs und (4) mit je
3µg rekombinantem p24KA-Protein. (mock = mit pCI-HbsAg immunisierte Balb/c-Mäuse desselben Alters)
C.8.3.2 Die Effektivität myogener DNA-Vakzine Vektoren ist abhängig von
Freisetzung des Antigens
In dieser Studie sollte untersucht werden, ob und wieweit die Lokalisierung des
exprimierten Antigens bei Verwendung des muskelspezifischen MCK-Promotors eine Rolle bei der
Induktion der humoralen und zellulären Immunantwort spielt. Zu diesem Zweck wurden die
Versuchstiere mit denjenigen DNA-Plasmiden immunisiert, welche entweder das partikuläre
Pr55gag Protein, das myristylierungsdefekte und zytoplasmatische Pr55gag Polyprotein oder das
zelluläre 24kDa Kapsidprotein unter Kontrolle des CMV bzw. des muskelspezifischen MCK-
Promtors exprimieren.
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Abbildung C-43 Einfluß der Aktivität und Zellspezifität des Promotors auf die Immunogenität von für (A) das partikuläre
Gag Protein (pa-Pr55gag), (B) das myrisylierungsdefekte Gag Protein (zy-Pr55gag) bzw. (C) das zytoplasmatische 24kDa
Kapsidprotein (zy-p24KA) kodierenden DNA-Vakzine Vektoren. Weibliche Balb/c-Mäuse wurden 3x im Abstand von 3
Wochen mit je 100µg der Expressionsvektoren pCMV-syngag, pMCK-syngag, pcCMV-syngagMyr-, pMCK-syngagMyr-,
pCMV-synp24 sowie pMCK-synp24 i.m. (Tibialis anterior) immunisiert. (1) Gag-spezifische Ig-Titer vor (W0) bzw. 1 Woche
nach der ersten, (W2) 2 Wochen nach der zweiten (W5) und eine Woche nach dritten Immunisierung (W7) (2) Gag-
spezifische CD8+ zytotoxische T-Zellantwort (Milz) gegen mit dem MHC-Klasse I restringiertem Peptid A9Ip24/1 „gepulsten“
P815 Zellen eine Woche nach der dritten Immunisierung. (mock = mit pCI-HBsAg immunisierte Balb/c-Mäuse desselben
Alters)
Dabei konnte gezeigt werden, daß nach i.m. Immunisierung der pMCK-Vektoren die
durchschnittlichen Gag-spezifischen AK-Titer bei partikulärem Gag (pa-Pr55gag) um den Faktor 13
(1:240.000), bei nicht-partikulärem, myristylierungsdefektem Gag Protein (zy-Pr55gag) bereits  um
den Faktor 50 (1:1.000.000), jedoch bei dem intrazellulärem Kapsidprotein sogar um das 200-
fache (1:2.400) geringer waren als nach Immunisierung der entsprechenden pCMV-Vektoren.
Zudem konnte beobachtet werden, daß durch eine 2-malige Immunisierung lediglich in 40% der
Versuchstiere, die mit pMCK-synp24 immunisiert worden waren eine humorale Immunantwort
detektiert werden konnte, während bereits in 80-100% mit pMCK-syngag bzw. pMCK-syngagMyr-
immunisierten Tieren spezifische Antikörper nachgewiesen werden konnten. Ferner konnte
beobachtet werden, daß nach Immunisierung der pMCK-Vektoren die durchschnittliche p24-
spezifische CD8+ zytotoxische T-Zellantwort (E:T Ratio von 100:1) bei partikulärem Gag (pa-
Pr55gag) um den Faktor 2 (18%)), bei nicht-partikulärem, myristylierungsdefektem Gag Protein (zy-
Pr55gag) um den Faktor 3 (14,2%), jedoch bei dem intrazellulärem Kapsidprotein um das 15-fache
(3%) geringer war als nach Immunisierung der jeweiligen pCMV-Vektoren. Obwohl
zusammenfassend durch die i.m. Immunisierung der entsprechenden pMCK-Vektoren eine
geringere humorale und zelluläre Immunantwort induziert worden war, wurden die geringsten
Veränderungen bei denjenigen DNA-Plasmiden beobachtet, die für das partikuläre, in Form von
VLPs in den extrazellulären Raum freigsetzte Gag Protein kodierten. Dagegen konnte die größte
Reduktion der Gag-spezifischen Immunantwort nach Immunisierung des für das zytoplasmatische
24kDa Kapsidprotein kodierenden Expressionsplasmids pMCK-synp24 festgestellt werden.
Aufgrunddessen kann angenommen werden, daß die Effektivität myogener DNA-Vakzine
Vektoren von den jeweiligen Eigenschaften der exprimierten Antigene und insbesondere von der
Freisetzung des Proteins abhängig ist.
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C.8.4 Zusammenfassung
Ziel dieser Untersuchungen war es, die Effektivität des gewebspezifischen, zellulären MCK-
Promotors mit der des konstitutiven, viralen CMV-Promotors hinsichtlich einer möglichen
Verwendung für DNA-Vakzine Vektoren vergleichend zu evaluieren. Hierbei konnte zunächst
gezeigt werden, daß der murine MCK-Promotor ausschließlich in ausdifferenzierten Muskelzellen
(Myotuben) aktiv ist. Dennoch war die MCK-Promotoraktivität im Vergleich zu der Aktivität des
CMV-Promotors selbst in ausdifferenzierten Muskelzellen durchschnittlich um den Faktor 2-4
geringer. Ferner konnte nachgewiesen werden, daß sowohl der virale CMV,- als auch der zelluläre
MCK-Promotor durch das extrazelluläre, pro-inflammatorische Zytokin IFN-γ (10-20ng/ml) um ca.
50-80% reprimiert wird. In Korrelation mit der ermittelten Promotoraktivität in vitro, wurde durch
i.m. Immunisierung der pMCK-syngag Plasmid-DNA, welche für das HI-virale partikuläre Pr55gag
Protein kodiert, durchschnittlich eine um den Faktor 10 niedrigere Gag-spezifische humorale
Immunantwort und eine um den Faktor 2 geringere zytotoxische T-Zellantwort in vivo induziert
als nach Immunisierung des entsprechenden pCMV-syngag Vektors. Ferner konnte gezeigt
werden, daß die Immunogenität des myogenen DNA-Vakzine Vektors pMCK von der Freisetzung
des jeweilig exprimierten Antigens abhängt, da nach Immunisierung der für das intrazelluläre Gag
Polyprotein und insbesondere der für das zytoplasmatische Kapsidprotein kodierenden Vektoren
eine weitaus drastischere Reduktion Gag-spezifischer humoraler und zellulärer Immunantworten
detektiert werden konnte als im Vergleich zu den entsprechenden für das partikuläre Gag-Protein
kodierenden Vektoren. Ferner konnte gezeigt werden, daß die Eigenschaften des MCK/CMV-
Hybridpromotors sowohl in vitro als auch in vivo identisch mit denen des CMV-Promotors waren.
108
C.9 Entwicklung einer DNA-Vakzine gegen das regulatorische HI-
virale Tat Protein
Das sehr früh im viralen Replikationszyklus exprimierte 14kDa Regulatorprotein Tat ist
essentiell für die Transkription HI-viraler RNAs (vgl. A.2). Zudem induziert exogenes Tat die
Aktivierung zellulärer, als auch viraler Promotoren in benachbarten Zellen und wirkt
immunmodulatorisch auf Zellen des Immunsystems. Aus diesen Gründen sollten in dem
folgenden Projekt unterschiedliche Tat-spezifische DNA-Vakzine Kandidaten entwickelt und
gegenüber bisherigen DNA-Impfstoffen hinsichtlich der Expressionseffizienz, Immunogenität
sowie der Sicherheit optimiert werden.
C.9.1 Konstruktion und Beschreibung der Expressionsvektoren
Das HI-virale Protein Tat wird von zwei, partiell den env Leserahmen überlappenden Exons,
Exon1 (5189-5403nt.) und Exon2 (7734-7779nt.), kodiert. Ein Expressionskonstrukt, welches die
Wildtyp Tat cDNA des HIV-1 Isolats LAI/IIIB Klon BH10 (accession number: M15654) enthält,
wurde uns freundlicherweise von V. Bosch (DKFZ Heidelberg) zur Verfügung gestellt. Die
kodierende Wildtyp Sequenz (258bp) wurde anschlißend unter Verwendung des Primerpaares
wtTat/f (5‘-gta cat GAA TTC GCC GCC ACC ATG GAG CCG GTA G-3‘) und wtTat/r (5‘- gct atg
AGA TCT TTA GCC GTA GCT G-3‘) mittels PCR Amplifikation und EcoRI/XhoI Restriktion in den
eukaryontischen Expressionsvektor pcDNA3.1 umgesetzt, wobei zusätzlich 3‘ des
Translationsstarts ATG die Konsensus Sequenz der eukaryontischen Translationsinitiation [GCC
GCC ACC] angefügt wurde (Kozak, 1987) (pc-wttat). Zur Verbesserung der Expression hinsichtlich
einer Erhöhung der Translationseffizienz wurde weiterhin die kodierende Sequenz an den
Kodongebrauch von Säugetieren angepaßt (Matrix: http://kazusa.or.jp/codon), ohne jedoch die
ursprüngliche Aminosäuresequenz zu verändern. Die Synthese des 285bp umfassenden Gens
erfolgte durch Aneinanderfügen mehrerer mittels PCR schrittweise verlängerter Fragmente und
wurde als Auftragsarbeit von der Firma GeneArt (Biopark Regensburg) hergestellt. Die kodierende
Gensequenz wurde anschließend mittels EcoRI/XhoI Restriktion in den Vektor pcDNA3.1 kloniert
(pc-syntat) (vgl. Abb. C-44, A). Zur Herstellung eines Gens, welches für ein Tat Protein kodiert,
dessen funktionelle Domänen zerstört sind, jedoch ursprüngliche immunogene Epitope
beibehalten hat, wurde ein sog. „scrambled“ tat Gen generiert. Dabei wurde am Computermodell
die natürliche Aminosäuresequenz des Tat Proteins mehrmals fragmentiert, wobei sieben zum Teil
überlappende, ca. 24 Aminosäuren umfassende Peptide (ACEG/BDF) generiert wurden. Diese
Fragmente wurden anschließend wieder so aneinander gefügt, daß ursprünglich benachbarte
Fragmente so weit wie möglich voneinander entfernt positioniert sind [EBGDAFC]. Die auf diese
Weise synthetisch generierte Aminosäuresequenz wurde anschließend unter Berücksichtigung des
Kodongebrauchs hoch exprimierter Säugetiergene in eine Gensequenz übersetzt (scrambled tat).
Zur Vermeidung von Rekombinationen wurde dabei als Matrize für die Fragmente A, C, E und G
die optimale, für die überlappenden Fragmente B, D und F die zweitbeste Kodonwahl benützt.
Die Synthese des Gens (483bp) erfolgte, wie bereits beschrieben, mittels PCR und wurde im
Rahmen einer Diplomarbeit von S. Neckermann bei GeneArt (Biopark Regensburg), hergestellt.
Anschließend wurde das Gen mit EcoRI/XhoI in den Vektor pcDNA3.1 kloniert (pc-scratat).
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Abbildung C-44 Schematische Darstellung und Beschreibung der (1) für das Wildtyp-Tat Protein kodierenden
Expressionsvektors pc-wttat, (2) des für das Wildtyp-Tat Protein kodierenden, Kodon-optimierten Vektors pc-syntat, sowie
(3) des für ein artifizielles „Scrambled-Tat“ Protein kodierenden pc-scratat DNA-Plasmids, wobei die Aminosäuresequenz in
sieben, überlappenden Peptide fragmentiert (A-F) und nach neugeordneter Zusammensetzung der Fragmente (EBGADFC)
unter Berücksichtung des optimalen (A,C,E,G) bzw. der zweitbesten Kodonwahl (B,D,F) in das „scratat“ Gen übersetzt und
synthetisch hergestellt wurde.
C.9.2 Analyse der Genprodukte der DNA Vakzine Vektoren
Um die Funktionalität der entwickelten Expressionsvektoren pc-wttat, pc-syntat und pc-
scratat zu überprüfen, wurde die Expression zunächst in vitro durch eine gekoppelte
Trankription/Translationsreaktion analysiert. Weiterhin wurden die RNA-Synthese bzw. der RNA-
Export durch Northern Blot Analysen sowie die Proteinexpression durch Western Blot Analysen in
verschiedenen mit den jeweiligen Expressionsvektoren transfizierten eukaryontischen Zellen in
vivo untersucht. Ferner wurde die Lokalisation der exprimierten Proteine mittels
Immunfluoreszenzmikroskopie bestimmt und die Funktion und Eigenschaften der Proteine in vivo
überprüft.
C.9.2.1 Analyse der Tat Expression in vitro und in vivo
In der in vitro Expressionsanalyse (vgl. Abb. C-45, A), bei der die Proteine mit [35S]-Cystein
radioaktiv markiert und autoradiographisch detektiert wurden, konnte zunächst gezeigt werden,
daß die pc-wttat Plasmid-DNA höhere Expressionsraten eines ca. 10kDa großen Genprodukts
gewährleistet, als das Kodon-optimierte pc-syntat Konstrukt. Ferner wurde als Genprodukt des pc-
scratat Vektors ein ca. 18kDa „Scrambled“ Tat Protein detektiert. In mit den Vektoren pc-wttat,
pc-syntat und pc-scratat transfizierten humanen H1299 Zellen (vgl. Abb. C-45, B) konnte unter
Verwendung eines polyklonalen anti-Tat Serums (B. Ensoli, Institut für Virology, Rom, Italien) im
Immunoblot die Expression des Wildtyp Tat Proteins sowie des Scrambled Tat Proteins ebenfalls
in vivo nachgewiesen werden. Ferner konnte hierbei gezeigt werden, daß das in vivo, nach
Transfektion von pc-wttat bzw. pc-syntat, exprimierte Wildtyp-Tat ein größeres Molekulargewicht
(~ ca. 14kDa) aufwies, als das in vitro exprimierte Protein oder das rekombinante 86 aa.
umfassende Tat Protein (9,8kDa). Das in vivo exprimierte „Scrambled“-Tat Protein hatte dagegen
eine den in vitro Expressionsdaten entsprechende Größe von ca. 18kDa. Zur weiteren Analyse der
Genexpression wurde die humane Zellinie H1299 sowie die murinen Zellinien 3T3 und C2C12 mit
den jeweiligen Expressionsvektoren transfiziert und die Expression von in vivo radioaktiv
markierter Tat Proteine analysiert (vgl. Abb. C-45, C). Dabei konnte gezeigt werden, daß
insbesondere in den murinen Zellen die Expressionsrate des Wildtyp Tat Proteins, nach
Transfektion von pc-syntat im Vergleich zu mit pc-wttat transfizierten Zellen, signifikant erhöht
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war. Auch in der mit pc-syntat transfizierten humanen Zellinie H1299 konnte eine leichte
Erhöhung der intrazellulären Tat Konzentration nachgewiesen werden. Zudem konnte festgestellt
werden, daß lediglich in den murinen Zellinien nach Transfektion des pc-syntat Vektors zwei Tat-
spezifische Proteine unterschiedlichen Molekulargewichts exprimiert wurden.
Abbildung C-45. Analyse der in vitro und in vivo Proteinexpression sowie der RNA-Synthese und des RNA-Exports. (A) Je
500ng der entsprechenden Plasmid-DNA wurde für die gekoppelte in vitro Transkription/Translation (Promega, Mannheim)
eingesetzt. Die exprimierten Proteine wurden dabei mit [35S]-Cystein markiert. (B) Die humane Zellinie H1299 wurde mit (1)
pcDNA3, (2) pc-wttat, (3) pc-syntat und (4) pc-scratat transfiziert und nach 36h je 100µg Gesamtprotein bzw. (5) 500ng
eines aus E.coli aufgereinigten, rekombinanten 86 aa. Tat Proteins (MRC) in einem 17,5%-igem SDS-PAGE aufgetrennt. Die
Proteine wurden spezifisch mittels einem polyklonalem anti-Tat Serum im Immunoblot detektiert. (C) Die humane Zellinie
H1299 und die murinen Zellinien C2C12 und 3T3 wurden mit den Vektoren (1) pcDNA3, (2) pc-wttat, (3) pc-syntat und (4) pc-
scratat transfiziert und 4h mit [35S]-Methionin radioaktiv markiert. Anschließend wurden die exprimierten Proteine
spezifisch mit Hilfe Tat-spezifischer monoklonaler Antikörper (ID9D5, NT32D11) aus den Zellysaten immunpräzipitiert, das
Präzipitats in einem 17,5%-igem SDS-PAGE elektrophoretisch aufgetrennt und die Proteine autoradiographisch detektiert.
(D) Die humane Zellinie H1299 und die murinen Zellinien C2C12 und 3T3 wurden mit den Vektoren (1) pcDNA3, (2) pc-
wttat, (3) pc-syntat und (4) pc-scratat transfiziert: 36h nach Transfektion wurde die Gesamt-RNA sowohl aus dem Zellkern
als auch aus dem Zytoplasma isoliert und je 10µg Gesamt-RNA (H1299) bzw. 20µg Gesamt-RNA (3T3, C2C12)
elektrophoretisch aufgetrennt. Die spezifischen RNA-Spezies (tat: ca. 500-600; scratat: ca. 700-900) wurden durch
Northern-Blot Verfahren mit Hilfe eines 1:1:1 Gemischs wt,- syn,- und scrambeld Tat-spezifischer, mit [32P]- radioaktiver
RNA-Sonden nachgewiesen. Die jeweilige Menge an 18S rRNA diente hierbei als interne Kontrolle.
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In Korrelation mit den detektierten Proteinmengenverhältnissen wurde in den murinen
Zellinien nach Transfektion von pc-wttat eine weitaus geringere Menge Tat-spezifischer RNA
Transkripte im Zellkern nachgewiesen, als nach Transfektion von pc-syntat. Allerdings konnte
beobachtet werden, daß die wttat,- bzw. syntat-spezifischen RNAs sowohl in den humanen als
auch murinen Zellen in das Zytoplasma exportiert wurden. Ferner konnte gezeigt werden, daß
sowohl die RNA-Synthese, der RNA-Export als auch die Synthese des „Scrambled“ Tat Proteins
nach Transfektion der pc-scratat Plasmid-DNA unabhängig von Zelltyp-spzeifischen Faktoren
gewährleistet wurde.
C.9.2.2 Lokalisation des Wildtyp,- und „Scrambled“-Tat Proteins
Das Wildtyp Tat Protein besitzt eine charakteristische, basische Kernlokalisierungssequenz
[RKKRRQRRR] innerhalb des ersten kodierenden Exons (49-57aa.), welche die nukleäre
Lokalisation in vivo gewährleistet (Ruben et al., 1989; Hauber et al., 1989). Die Überprüfung der
Lokalisation des Wildtyp Tat Proteins bzw. des Scrambled Tat Proteins in mit den entsprechenden
Expressionskonstrukten pc-wttat, pc-syntat und pc-scratat transfizierten humaner H1299 Zellen
erfolgte mittels Immunfluoreszenzmikroskopie (vgl Abb. C-46). Dabei wurde nach Transfektion
der für das Wildtyp Protein kodierenden DNA-Plasmide pc-wttat bzw. pc-syntat die überwiegend
nukleäre Lokalisation des Tat Proteins bestätigt werden. Dennoch konnte in einigen Fällen das
Wildtyp Tat Protein im Zytoplasma detektiert werden, wobei hierbei eine punktförmige
Verteilung zu beobachten war. Dagegen konnte in mit pc-scratat transfizierten Zellen das
„Scrambled“-Tat Protein ausschließlich im Zellkern, in deutlich abgegrenzten nukleären
subzellulären Kompartimenten, lokalisiert werden. Somit konnte das artifizielle Genprodukt der
pc-scratat Plasmid-DNA als nukleäres Protein identifiziert werden.
Abbildung C-46 Immunfluoreszensmikroskopie zur Lokalisierung (A) des Wildtyp Tat Proteins und (B) des „Scrambled“-Tat
Proteins. Die humane Zellinie H1299 wurde mit den Expressionsvektoren (1) pc-wttat, (2) pc-syntat und (3+4) pc-scratat
transfiziert. 36h nach Transfektion wurden die Zellkerne unspezifisch mit DAPI angefärbt und die subzelluläre Verteilung der
exprimierten Proteine mit Hilfe monoklonale Tat-spezifischer Antikörper (ID9D5, NT32D11) in der
Immunfluoreszenzmikroskopie nachgewiesen.
C.9.2.3 Analyse der trans-aktivierenden Eigenschaften in vivo
Einer der wichtigsten Funktionen des viralen Regulatorproteins Tat ist die Aktivierung der
viralen Transkription am LTR Promotor durch die Bindung der RNA-Haarnadelschleife TAR sowie
die Interaktion mit weiteren zellulären Faktoren (vgl. A.2). Um nun zu überprüfen, ob das
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veränderte „Scrambled“-Tat Protein im Vergleich mit dem Wildtyp-Tat Protein in der Lage ist, die
Transkription am viralen LTR-Promotor zu aktivieren, wurde zunächst die humane
Indikatorzellinie CD4/LTR β-Gal-HeLa mit den Expressionskonstrukten pc-wttat, pc-syntat und pc-
scratat transfiziert und die Expression der β-Galaktosidase, als Maß für der Aktivierung des viralen
Prmotors, mittels chromogener Detektion in der Durchlichtmikroskopie anlysiert. (vgl. Abb. C-47,
A). Ferner wurde die humane Zellinie H1299 mit dem Reporterkonstrukt pLTR-CAT sowie den
jeweiligen Tat-Expressionsvektoren ko-transfiziert, und die CAT-Expression über eine Zeitspanne
von 96h im ELISA quantifiziert (vgl Abb C-47,B).
Abbildung C-47 Analyse der aktivierenden Eigenschaften des Wildtyp Tat Proteins und des „Scrambled“-Tat Proteins in
vivo. (A) Für den MAGI-Assay wurde  die CD4+-Indikatorzellinie HeLa-β-Gal mit (1) pcDNA3, (2) pc-wttat, (3) pc-syntat
und (4) pc-scratat transfiziert. Nach 36h wurde die Zellkerne derjeniger Zellen, welche die β-Galaktosidase exprimierten,
mittels einer Substrat,- und Färbelösung spezifisch angefärbt und und die Blaufärbung mikroskopisch detektiert. (B) Humane
H1299 Zellen wurden mit dem Reporterkonstrukt pLTR-CAT und den jeweiligen Tat-Expressionskonstrukten im Verhältnis
1:2 ko-transfiziert. Zu den angegebenen Zeitpunkten (t12-t96) wurde die CAT-Expression aus den gewonnenen Zellysaten im
ELISAs quantifiziert (ng CAT/µg Gesamtprotein). (mock = nicht transfizierte Zellen)
Dabei konnte in beiden voneinander, unabhängigen Testsystemen übereinstimmend
nachgewiesen werden, daß im Gegensatz zum Wildtyp-Tat Protein nach Transfektion von pc-
wttat und pc-syntat, das veränderte „Scrambled“-Tat Protein (pc-scratat) nicht in der Lage war,
eine LTR-abhängige Trankription und damit die Expression der Reprotergene zu initieren. So
wurde z.B. in mit pc-wttat bzw. pc-syntat transfizierten Zellen die Expression des CAT-
Reportergens unter Kontrolle des viralen LTR-Promotors um den Faktor 25-30 gesteigert, während
nach Transfektion von pc-scratat über einen Zeitraum von 96h nach Transfektion keine
Aktivierung der CAT-Expression detektiert werden konnte.
C.9.3 Vergleichende Immunogenität der Tat-spezifischer DNA
Vakzine Kandidaten in vivo
Ziel dieser Studie war es, geeignete Tat DNA-Vakzine Kandidaten zu entwickeln, die
sowohl eine effiziente humorale als auch zelluläre immunantwort induziert und gleichzeitig den
heutigen Sicherheitsanforderungen genüge leistet. In der folgenden Immunsierungstudie sollte
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dementsprechend die Immunogenität der Tat-spezfisichen DNA-Vakzine Kandidaten
vergleichend evaluiert werden. Zu diesem Zweck wurden Balb/c-Mäuse 3x im Abstand von 3
Wochen mit die Expressionsvektoren pc-wttat, pc-syntat und pc-scratat i.m. (tibialis anterior)
immunisiert und die humorale und zelluläre Immunantwort zu den angegebenen Zeitpunkten
analysiert.
C.9.3.1 Induktion Tat-spezifischer humoraler Immunantworten
Eine Woche nach der dritten i.m. Immunisierung der Versuchtieren mit je 100µg der
entsprechenden Tat-kodierenden Plasmid-DNA wurden die Seren der jeweiligen
Immunisierungsgruppen vereint und auf das Vorhandensein Tat-spezifischer Antikörper mittels
Dot Blot untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, daß die nach Immunisierung von pc-wttat, pc-
syntat und pc-scratat induzierten Antikörper in der Lage waren, rekombinantes Wildtyp Tat-
Protein (10ng-1000ng) ohne signifikanten Unterschiede im Immunoblot zu detektieren.
Abbildung C-48 Humorale Immunanwort nach i.m. DNA-Immunisierung verschiedener Tat-spezifischer DNA-Vakzine
Kandidaten. Balb/c Mäuse wurden 3x im Abstand von 3 Wochen mit je 100µg der entsprechenden Plasmid-DNA
immunisiert. (A) Eine Woche nach der dritten Immunisierung wurden die vereinigten Seren einer Gruppe auf Tat-spezifische
Antikörper im Dot Blot-Verfahren getestet. Dazu wurden unterschiedliche Konzentrationen an rekombinantem Tat-Protein
(5-1000ng/) in 1µl Vol. auf eine Nitrocellulose-Membran aufgetragen und anschließend mit Hilfe einer 1:200
Serumverdünnung von mit (1) pcDNA3, (2) pc-wttat, (3) pc-syntat bzw. (4) pc-scratat immunisierter Mäuse bzw. (5) einer
1:1000 Verdünnung der monoklonalen Antikörper ID9D5 und NT32D11 durch Immunoblot Verfahren detektiert. (B) Eine
Woche nach der dritten Immunisierung wurden (1) die Tat-spezifischen Ig-Titer mit den angegebenen DNA-Plasmiden
immunisierten Versuchstiere sowie (2) das Verhältnis der AK-Isotypen IgG1/IgG2a im ELISA ermittelt.
In weiteren Immunisierungstudien wurden die Tat-spezifischen Ig,-Titer, sowie die AK-
Isotypen IgG1 und IgG2a in den Seren einzelner Versuchtiere im ELISA bestimmt. Dabei konnte
nur in durchschnittlich 20% der mit pc-wttat bzw. mit pc-scratat immunisierten Versuchstieren
Tat-spezifische humorale Immunantworten nachgewiesen werden (1:500-1:2.000). Im Gegensatz
dazu wurden in 80-100% der mit pc-syntat immunisierten Mäusen ca. 10-fach höhere Tat-
spezifische AK-Titer von durchschnittlich 1:10.000 detektiert. Ferner konnte aufgrund des
Verhältnisses der AK-Isotypen gezeigt werden, daß die Immunantwort in allen Versuchstieren TH1-
polarisiert (IgG1<IgG2a) war. In einer weiteren Studie konnte ferner gezeigt werden, daß eine
i.m. DNA-Immunisierung von lediglich 20µg nicht ausreichte, um unabhängig von dem
immunisierten Expressionsvektor eine Tat-spezifische humorale Immunantwort zu induzieren
(nicht gezeigt).
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C.9.3.2 Induktion Tat-spezifischer zellulärer Immunantworten in vivo
Neben den Tat-spezifischen AK-Titer wurden ebenfalls eine Wochen nach der dritten i.m.
Immunisierung von je 20µg bzw. 100µg der jeweiligen Plasmid-DNA die zelluläre Immunantwort
in den präparierten Milzzellen untersucht (vgl Abb C-49).
Abbildung C-49 Tat-spezifische zelluläre Immunantwort nach i.m. DNA-Immunisierung. Balb/c-Mäuse wurden 3x im
Abstand von 3 Wochen mit der engebenene Menge (20µg bzw. 100µg) an Plasmid-DNA pc-DNA3 (mock), pc-wttat, pc-syntat
und pc-scratat immunisiert. Eine Woche nach der dritten Immunisierung wurden die Splenozyten aus den Milzorganen
isoliert und (A) die Freisetzung von IFN-γ innerhalb von 48h in den Überstand von mit 500ng rekombinantem Tat Protein in
vitro restimulierten Splenozyten im ELISA sowie (B) die Anzahl IFN-γ sezernierender Splenozyten nach in vitro
Restimulation (24h) mit 1µg rekombinantem Tat Protein (ELISPOT-Assay) bestimmt (- = Medium, + = Tat Protein, mock =
mit pcDNA3 immunisierte Mäuse; Negativkontrolle)
Nach in vitro Restimulation der Splenozyten mit 500ng rekombinantem Tat Protein (500ng)
restimuliert konnte lediglich die Sekretion des pro-inflammatorische Zytokins IFN-γ, nicht aber die
Freisetzung von IL-6, TNF-α, IL-10, IL-4, Il-5 oder IL-12 nachgewiesen werden. In Korrelation mit
der humoralen Immunantwort konnte dabei gezeigt werden, daß die IFN-γ Freisetzung derjenigen
Versuchstiere, die mit je 100µg des Kodon-optimierten Tat-Plasmids pc-syntat immunisiert
worden waren, gegenüber den mit pc-wttat immuniserten Mäusen um den Faktor 2 erhöht war.
Dagegen wurden keine signifikantem Unterschiede in der IFN-γ Freisetzung von mit pc-syntat
bzw. pc-scratat immunisierten Mäusen detektiert. Bei einer Immunisierungsdosis von je 20µg
Plasmid-DNA konnten in mit Tat Protein restimulierten Splenozyten insgesamt nur geringe
Mengen an IFN-γ detektiert werden. Dennoch wurde die höchste Mengen an in den Überstand
freigesetztem IFN-γ in mit pc-syntat immunisierten Versuchstieren nachgewiesen. Zusätzlich
wurde die Anzahl an IFN-γ sezernierenden Zellen (SFC) 24h nach in vitro Restimulation mit
rekombinantem Tat Protein im ELISPOT-Assay bestimmt. Hierbei konnten die zuvor
beschriebenen Ergebnisse bestätigt werden, obwohl die Unterschiede zwischen den
verschiedenen Immunisierungsgruppen weniger signifikant waren.
C.9.3.3 Identifizierung und Vergleich immunogener Epitope
In den folgenden Experimenten sollte zum einen mögliche immunogene, murine B,-und T
Zell Bereiche, welche durch die i.m. Immunisierung von für das Wildtyp-Tat Protein kodierenden
Vektoren in vivo induziert worden waren identifiziert werden. Ferner sollte vergleichend
untersucht werden, ob die durch das in vivo exprimierte „Scrambled“-Tat Protein induzierten
Reaktivitäten gegen die ursprünglichen Epitope beibehalten oder verändert wurden. Zu diesem
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Zweck wurden eine Woche nach der dritten i.m. Immunisierung mit je 100µg der jeweiligen
Plasmid-DNA die Reaktivitäten der Seren gegen acht überlappende Tat-spezifische Peptide (ca.
20 aa.) untersucht. Dabei konnte lediglich in den mit pc-syntat immunisierten Mäusen eindeutige
B-Zell Epitope detektiert werden. Die Serumantikörper detektierten in diesen Fällen zu 100% das
Peptid 1 (1-20aa.) sowie zu 50% die Peptide 5 und 6 (41-70aa.) (vgl. Abb. C-50, A). Zusätzlich
wurden durch in vitro Restimulation der präparierten Splenozyten mit den entsprechenden
Peptiden die die Anzahl IFN-γ sezerneriender Zellen im ELISPOT-Assay bestimmt. Im Gegensatz
zum vorherigen Ergebniss, wurden in allen Immunisierungsgruppen nahzu identische T-
Zellreaktivitäten gegen diesselben Bereiche, Peptid 4 und 5 (31-60aa.), nachgewiesen. Dabei
waren in allen Versuchtieren die Reaktivität gegenüber dem Peptid 5 (41-60aa.) höher als gegen
das Peptid 4 (31-50aa.). Auch hier konnte übereinstimmend mit den vorangegangen Versuchen
eine Abhängigkeit der immunisierten DNA-Menge von der beobachteten T-Zell Aktivität gegen
die Peptide 4 und 5 nachgewiesen werden (nicht gezeigt).
Abbildung C-50 Identifizierung reaktiver Epitope nach i.m. Immunisierung Tat-spezifischer DNA-Vakzine Vektoren. Balb/c-
Mäuse wurden mit je 100µg pc-wttat, pc-syntat und pc-scratat immunisiert. Eine Woche nach der dritten Immunisierung
wurden die immunogenen (A) B-Zellepitope der Serumantikörper (AK-ELISA) in mit pc-syntat immunisierten Versuchstieren
(Maus 1-5 (Ig Titer)) sowie (B) zelluläre T-Zell Epitope aus den präparierten Milzzellen (ELISPOT-Assay) mit Hilfe von
acht, sich überlappenden TatLAI-spezifischen Peptiden bestimmt. (mock = mit pcDNA3 immunisierte Balb/c-Mäuse)
C.9.4 Zusammenfassung
Zur Entwicklung einer effizienten DNA-Vakzine gegen das HI-virale Regulatorprotein Tat
wurden zunächst die das Wildtyp Tat Protein kodierenden Vektoren pc-wttat bzw. das Kodon-
optimierte pc-syntat sowie ein pc-scratat Expressionskonstrukt generiert, welches für ein
artifizielles, aus neuangeordneten, sich überlappenden Peptidfragmenten des Wildtyp-Tat
Proteins bestehendes „Scrambled Tat Protein kodiert. In den molekularbiologischen Experimenten
konnte gezeigt werden, daß im Vergleich zu mit pc-wttat transfizierten Zellen durch die
Anpassung des Kodongebrauchs an das von hochexprimierten Säugetiergenen (syntat) die
Expressionsrate des 14kDa Genprodukts insbesondere in murinen Zellen deutlich erhöht werden
kann. Dementsprechend wurden ebenso geringere Mengen Wildtyp-Tat-spezifischer RNA im
Zellkern transfizierter Zellen nachgewiesen. Desweiteren konnte gezeigt werden, daß das ca.
18kDa „Scrambled“-Tat Protein in mit pc-scratat transfizierten Zellen unabhängig von
zellspezifischen Faktoren exprimiert wurde und, ebenso wie das Wildtyp Tat Protein, im Zellkern
lokalisiert war. Ferner konnte in vivo gezeigt werden, daß das „Scrambled“-Tat Protein im
Gegensatz zum Wildtyp-Tat inaktiv und nicht in der Lage war, die Transkription des HI-viralen
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LTR-Promotors zu aktivieren. In Immunisierungstudien im murinen Balb/c-Tiermodell konnte
gezeigt werden, daß lediglich das pc-syntat Plasmid in der Lage war, sowohl eine effiziente
humorale als auch zelluläre TH1-polarisierte Immunantwort zu generieren. Demgegenüber konnte
nach Immunisierung der pc-wttat und pc-scratat Vektoren nur vereinzelt die Induktion Tat-
spezifischer Antikörper im Serum nachgewiesen werden. Dennnoch wurden hierbei effiziente
Tat-spezifische zelluläre Immunreaktionen detektiert, welche näherungsweise vergleichbar mit
den mit pc-syntat immunisierten Versuchstieren waren. Während sich die T-Zellreaktivitäten
unabhängig von dem jeweilig verabreichtem DNA-Plasmid vornehmlich gegen den zentralen
Bereich des Wildtyp Proteins (31-60aa) richteten, erkannten die in vivo induzierten Antikörper
von mit pc-syntat immunisierten Mäusen sowohl den N-terminalen Bereich (1-20 aa.) als auch
zentrale Regionen (41-70 aa.) des Tat Proteins.
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D Diskussion
D.1 Voraussetzungen zur Entwicklung geeigneter DNA-Vakzine
Kandidaten für verschiedene Tiermodelle
Bevor erste klinische Studien am Menschen durchgeführt werden können, muß die
Immunogenität und die Sicherheit jedes potentiellen Vakzine-Kandidaten zunächst im Tiermodell,
wie z.B. in Mäusen, Ratten, Kaninchen oder Affen (Makaken, Schimpansen) sichergestellt werden.
Letztere sind aufgrund des engen Verwandtschaftsgrads zum Menschen als Tiermodell wohl am
geeignetsten. Jedoch wird die Effektivität der meisten Impfstoffe, aufgrund der begrenzten
Verfügbarkeit und enormen Anschaffungs,- und Unterhaltskosten höherer Primaten, zuvor in
Nagetieren, insbesondere in Mäusen getestet, wobei für diese Zwecke vor allem genetische
Inzuchtstämme, wie z.B. Balb/cAnN, C57BL/6 oder DBA/2 verwendet werden, um einen höheren
Grad an Reproduzierbarkeit von Ergebnissen zu erzielen. Die Wahl des Tiermodells und der
Spezies hängt dabei meist von dem jeweiligem Pathogen ab, gegen das ein Immunschutz
induziert werden soll. Die Verwendung von Tiermodellen und insbesondere die Übertragbarkeit
der Ergebnisse auf den Menschen ist insbesondere bei der Entwicklung und Evaluierung
potentieller HIV/AIDS-Impfstoff Kandidaten mit einer Vielzahl von Problemen behaftet. Da z.B.
das humanpathogene HIV-1 nicht in der Lage ist, sich effizient in Nagetieren, wie z.B. Mäusen, zu
replizieren, steht für dieses Tiermodell generell kein Impfvirus („challenge virus“) zur Verfügung,
mit Hilfe dessen die Induktion einer schützenden Immunität überprüft werden könnte. Auch in
Makaken ist das HIV-1 replikationsinkompetent. Außerdem kann das in Makaken pathogene SI-
Virus, welches AIDS-ähnliche Krankheitssymptome hervorruft, aufgrund der genetischen
Divergenzen nicht als Impfvirus einer auf HIV-1 basierenden Vakzine im Menschen verwendet
werden. Ausschließlich die Immunogenität von Impfstoffen, die gegen die HI-virale Hüllproteine
gerichtet sind, können mit Hilfe eigens entwickelter, chimäre Impfviren (SHIV), welche anstelle
der SIV-spezifischen env kodierenden Region das entsprechende HIV-spezifische Gen enthalten,
im Makakenmodell überprüft werden. Infolgedessen müssen für humane klinische Studien die auf
SIV-basierenden Impfstoffe, die zur Austestung in höheren Tiermodellen (z.B. Makaken)
entwickelt wurden, auf die humanpathogenen HIV-1 Virusisolate adaptiert werden. Ferner
können Schimpansen zwar von HIV-1 infiziert werden, entwickeln allerdings nach Infektion mit
dem Impfvirus keine schwerwiegenden Krankheitssymptome. Trotz all dieser Bemühungen ist
eine direkte Übertragbarkeit der im Tiermodell ermittelten Ergebnisse auf den Menschen und
damit eine Vorhersage der Immunogenität einer HIV/AIDS-Vakzine nicht möglich.
Bei der Entwicklung einer effektiven DNA-Vakzine sollte zunächst generell überprüft
werden, ob die Genexpression in heterologen Systemen gewährleistet ist und die Eigenschaften
der Genprodukte vergleichbar sind. Somit können bereits im Ansatz Mißverständnisse oder
Artefakte bei der Übertragung der Ergebnisse auf unterschiedliche Tiermodelle vermieden
werden. Dies ist insbesondere dann von großer Bedeutung, wenn, wie bei HIV, das
entsprechende Tiermodell nicht permissiv für das entsprechende Pathogen ist und kein geeignetes
Impfvirus zur Verfügung steht.
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D.1.1  Genexpression HI-viraler Strukturproteine in Nagetierzellen
Die zeitliche Expression HI-viraler Proteine wird durch einen komplexen,
posttranskriptionellen Prozeß reguliert (vgl. A.2). Es gilt als unumstritten, daß die Retention
ungespleißter bzw. partiell gespleißter pre-mRNA Transkripte, welche die viralen Strukturproteine
Gag, Gagpol und Env kodieren, initial durch die sequenzspezifische Bindung des viralen Ko-
Faktors Rev an die allen dieser RNA-Spezies gemeinsame RNA-Sekundärstruktur, RRE, sowie des
weiteren durch die Interaktion mit zellulären Exportfaktoren, wie z.B. CRM1, und infolgedessen
durch effektiven Kern-Export überwunden wird (zur Übersicht: Cullen, 1998; Hope, 1999;
Pollard und Malim, 1998). In vorausgegangenen Arbeiten konnte in unserer Arbeitsgruppe gezeigt
werden, daß die in eukaryontische Expressionsvektoren inserierte Genkassette des
gruppenspezifischen Antigens Gag (wtgag) allein keine Expression des 55kDa-Polyproteins
gewährleistet. In diesem Zusammenhang wurde anhand unterschiedlicher Reporterkonstrukte zur
Untersuchung der Rev-abhängigen HIV-1 Genexpression, demonstriert, daß die Gag-spezifische
Wildtyp pre-mRNA vermutlich aufgrund spezifischer, jedoch bislang unzureichend
charakterisierter RNA-Sequenzelemente (INS), nukleär degradiert wird. Eine Stabilisierung der
RNA sowie ein effizienter RNA-Export als Voraussetzung für eine hohe Expressionsrate HI-viraler
Strukturproteine konnten ferner durch virale, cis-ständigen Sequenzelemente innerhalb der 5‘,-
und 3‘-nicht translatierte Bereiche, 5‘-UTR (Lenz et al., 1997) und 3‘-RRE, sowie durch die Ko-
Expression des viralen Proteins Rev erzielt werden (UTR-wtgag-RRE). Zudem konnte gezeigt
werden, daß der im 5‘-UTR enthaltene Hauptspleißdonor (5‘-SD) essentiell für den Rev/RRE-
abhängigen Export der Wildtyp pre-mRNA ist (Tange et al., 1996, Graf et al., 2000). Diese
Untersuchungen wurde vorwiegend an humanen Zellen (z.B. H1299, 293T, HeLa) sowie der
nicht-humanen Primatenzellinie COS-7 durchgeführt, welche aus dem natürlichen Wirt des HI-
Virus bzw. des SI-Virus stammen und damit die für eine effiziente virale Replikation nötigen
Faktoren bereitstellen. Hierbei konnten keine Zelltyp-spezifischen Unterschieden in der Rev/RRE-
abhängigen Expression detektiert werden. (Graf et al., 2000).
D.1.1.1 Inhibition der Rev/RRE-abhängigen Gag Expression in
Nagetierzellen
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, daß, die untersuchten Nagetierzellen, im
Gegensatz zu Primatenzellen, eine Rev/RRE-abhängige Expression des viralen Strukturproteins
Pr55gag nicht begünstigten. Diese in murinen Zellen und Hamsterzellen beobachtete Limitation
des Rev/RRE-vermittelten Expressionssystems Gag-spezifischer INS-haltiger Wildtyp pre-mRNAs
läßt vermuten, daß in Nagetierzellen entweder ein oder mehrere essentielle Faktoren fehlen oder
aber nicht funktionell sind. Bereits vor über zehn Jahren wurde erstmals die Hypothese aufgestellt,
daß die Funktion von Rev in murine Zellinien, wie z.B. NIH/3T3, aufgrund des Fehlens eines
essentielle trans-aktiven Faktors, blockiert sein könnte (Trono und Baltimore 1990). Eine
eindeutige Widerlegeung dieser Hypothese mit Hilfe Rev/RRE-abhängiger CAT-
Reporterkonstrukte (Hope et al., 1990) gelang allerdings nicht (Malim et al., 1991). Dagegen
konnte übereinstimmend beobachtet werden, daß die Expressionssteigerung in Anwesenheit von
Rev in den murinen Zellinien weitaus geringer war, wie in den humanen Zellen (Vaishnav et al.,
1991, Winslow und Trono, 1993, Shukla et al., 1996). Es ist bekannt, daß für die nukleäre
Instabilität der viralen Wildtyp Gag pre-mRNA in Abwesenheit des 5‘-UTR bzw. 3‘-RRE Elementes
hauptsächlich das cis-aktive, sequenzspezifische 217nt umfassende AU-reiche Element, INS-1p17
(84-301nt), verantwortlich ist (Schwartz et al., 1992), obwohl auch mehrere destabilisierende
Motive innerhalb der für das Kapsidprotein kodierenden Region (INS-2; 551-1031nt) identifiziert
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wurden (Schneider et al., 1997). Zudem konnte gezeigt werden, daß ineffiziente Spleißvorgänge
einer durch INS-Elemente vermittelten nukleären Degradation entgegenwirken können
(Mickaelian et al., 1996). Da die UTRwtgagRRE pre-mRNA sowohl einen effizienten 5‘-
Hauptspleißdonor (95%) al auch innerhalb der 3‘-RRE Region mehrere suboptimale
Spleißakzeptoren (41%) (O’Reilly et al., 1995) besitzt, könnte demzufolge die INS-haltige RNA
aufgrund ineffizienter Spleißvorgänge nukleär stabilisiert werden. Die dadurch bedingte
Akkumulation der Gag-spezifischen, ca. 3.000nt umfassenden UTRwtgagRRE RNA-Transkripte im
Zellkern konnte zwar in den humanen Zellinien H1299 und 293T, sowie der Hamsterzellinie
CHO , nicht aber in den murinen Zellinien nachgewiesen werden. Entweder wurde die RNA in
den murinen Zellen unabhängig von der Existenz suboptimaler Spleißvorgänge nukleär degradiert
oder aber, die HI-viralen Spleißstellen werden weit effizienter genutzt als in den humanen
Zellinien, so daß infolgedessen die 3000nt umfassenden pre-mRNAs bereits in niedermolekulare
Moleküle gespleißt wurde, die durch die in den Versuchen verwendeten Sonden nicht
detektierbar waren. Letztere Vermutung deckt sich mit der Beobachtung, daß in murinen Zellen
der Anteil gespleißter proviraler RNA im Verhältnis zu ungespleißter RNA auch in Anwesenheit
von Rev, welcher in humanen Zellen an der Inhibition von Spleißvorgängen zumindest beteiligt ist
(Konforti et al., 1993; Kjems und Sharp 1993; Kjems et al., 1996), um das 10-40fache höher war
als in den humanen Zellen, so daß nur eine verschwindend geringe Menge ungespleißter, für die
Strukturproteine kodierender, RNA-Transkripte detektiert wurde (Malim et al. 1991; Winslow und
Trono, 1993; Trono und Baltimore 1990; Bieniasz und Cullen 2000). Während weiterhin in den
humanen Zellen in Anwesenheit von Rev ein effizienter Export der Gag-spezifischen
UTRwtgagRRE RNA in das Zytoplasma beobachtet wurde, wurden in der Hamsterzelle CHO nur
geringe Mengen zytoplasmatischer RNA-Transkripte nachgewiesen. In den murinen Zellinien
dagegen wurden unabhängig von der Anwesenheit des viralen Exportfaktors Rev in trans geringe
Mengen Gag-spezifischer 3.000nt umfassender UTRwtgagRRE Transkripte sowohl im Zellkern als
auch im Zytoplasma detektiert. Dennoch konnte in Anwesenheit von Rev sowohl in den stabilen
CHOREVgfp Zellen als auch in murinen 3T3REVgfp Zellen eine geringfügig erhöhte nukleäre
Stabilität der UTRwtgagRRE detektiert werden. Obwohl eine zellspezifische Dislokalisation des
viralen Rev-Proteins sowohl in der vorliegenden Arbeit, wie auch von anderen Arbeitsgruppen
ausgeschlossen werden konnte (Shukla et al., 1996), hat es den Anschein, daß neben der
erhöhten nukleären Instabilität auch effizientere Spleißvorgänge den Rev/RRE-vermittelten RNA-
Export indirekt in den murinen und direkt in der CHO Zellinie blockieren. In diesem
Zusammenhang wurde das Fehlen charakteristischer, nukleärer RRE-Ribonukleoprotein(RNP)-
Komplexe in der murinen Zellinie A9 beschrieben (Shukla et al., 1994), wobei möglicherweise die
Assoziation des Exportkomplexes inhibiert sein könnte. Zusammenfassend könnten in den
murinen Zellinien (i) in Abwesenheit von Rev die INS-haltige pre-mRNA trotz suboptimaler
Spleißstellen effizient gespleißt oder aber degradiert werden und (ii) in Anwesenheit von Rev die
Spleißvorgänge nur bedingt inhibiert werden, so daß infolgedessen der durch RRE/Rev-vermittelte
Effekt reduziert und die Gag Expression verhältnismäßig niedrig ist. Im Zusammenhang mit der
Veröffentlichung von an das RRE-Element bindenden oder die RNA-stabilisierenden hnRNP A/B
Proteinen („heterogeneous nuclear ribonucleoproteins“), welche für die Inhibition HI-viraler
Spleißprozesse bzw. den RNA-Export essentiell sind (Caputi et al., 1999), sowie von dem ebenfalls
an RRE-bindende Rev-Homolog humaner Zellen, Sam68 („Src-associated protein in mitosis“;
Bindungsmotif: -UAAA-), welches die Funktion von Rev synergistisch beeinflußt und partiell
ersetzen kann (Reddy et al., 1999; Soros et al., 2001), wäre es denkbar, daß ein oder mehrere
dieser RNA-bindenden Faktoren bei den beobachteten negativen Effekten in den Nagetierzellen
eine Rolle spielen könnten. Ebenfalls in Frage kommen könnten Faktoren, die mit dem Rev/RRE-
vermittelten RNA-Export in direktem oder indirektem Zusammenhang stehen, wie z.B. CRM1
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(Fornerod et al., 1997), eIF-5A (Ruhl et al., 1993), hRIP/Rab (Fritz et al., 1995; Bogerd et al.,
1995) oder bislang nicht identifizierte Faktoren. Da diese inhibitorischen Effekte in
Heterokaryonten aus murinen und humanen Zellen (Mariani et al., 2001) sowie durch bislang
unbekannte Genprodukte der humanen Chromosomen 6 und 11 (Shukla et al., 1996)
komplimentiert werden können, läßt vermuten, daß in den Nagetierzellen zellspezifische, trans-
aktive Faktoren fehlen. Dabei könnte es sich möglicherweise um „Shuttle“-Proteine oder um
Faktoren handeln, die aktiv in den Zellkern transportiert werden können.
D.1.1.2  Inhibition der CTE-abhängigen Gag Expression in Nagetierzellen
Da in vorliegender Arbeit gezeigt werden konnte, daß die Rev/RRE-abhängige Gag
Expression in Nagetierzellen deutlich reduziert ist, wurden zudem alternative Expressionsysteme
auf ihre Effektivität hin getestet. Das CTE-Element („constitutive transport element“) des
retroviralen Typ-D Mason-Pfitzer Affenvirus (MPMV) und des SRV-1/2 („simian retrovirus 1 and
2“) ist im 3‘-UTR Bereich lokalisiert und stellt ein konstitutives, cis-aktives RNA-Exportelement
dar, welches in Analogie zu Rev/RRE für den Export ungespleißter RNA aus dem Zellkern
verantwortlich ist (Bray, et al. 1994; Ernst et al., 1997; Tabernero et al., 1996). Im Gegensatz zum
Rev/RRE-vermittelten Export (LMB-sensitiv) wird dieser Mechanismus nicht durch den zellulären
Exportfaktor CRM1, sondern durch den Exportfaktor zellulärer mRNAs, Tap/Mex67, vermittelt
(nicht LMB-sensitiv) (Grüter et al. 1998; Pasquinelli et al. 1997; Kang et al. 2000; Braun et al
1999). Zudem wurden weitere, mögliche am CTE-vermittelten Export beteiligte Proteine, wie z.B.
NXT1, RHA (RNA Helikase A) und HAP95, beschrieben (Guzik et al., 2001; Tang et al. 1997;
Yang et al. 2001; Westberg et al. 2000). Ferner scheint die Effektivität des CTE-Elements
positionsabhängig zu sein und in einem direkten Zusammenhang zur Entfernung des Poly(A)-
Schwanzes zu stehen (~ 200nt), so daß ein funktioneller Zusammenhang zwischen dem CTE-
Element und Faktoren, die an der Polyadenylierung beteiligt sind, nicht ausgeschlossen werden
kann (Rizvi. et al., 1996 und 1997). In vorausgegangenen Arbeiten konnte in humanen Zellen
gezeigt werden, daß auch die nukleäre Stabilität INS-haltiger RNA-Transkripte und somit die
Effektivität des CTE-vermittelten Exports HI-viraler, INS-haltiger Gag pre-mRNA Transkripte von
dem Vorhandensein des 5‘-UTR Bereichs und insbesondere dem in dieser Region lokalisierten 5‘-
Hauptspleißdonor abhängt (M.Graf, Dissertation IMMH, Regensburg 2000). Allerdings ist das
CTE-Exportsignal auch ohne 5‘-UTR in Primatenzellen funktionell, wenn die INS-Sequenzen
gezielt mutiert sind (Qiu et al, 1999). Demnach scheint der 5‘-UTR/SD1 Bereich und die infolge
ineffizienter Spleißvorgänge bedingte nukleäre Stabilität der INS-haltigen wtgag RNA, erst die
Voraussetzung für einen effizienten RNA-Export zu sein. In voneinander unabhängigen Versuchen
konnten geringen Mengen der 2.500nt umfassenden, UTRwtgagCTE spezifischen RNA-Transkripte
im Zellkern und Zytoplasma der murinen Zellen nachgewiesen werden. Da das CTE-Element im
Gegensatz zum RRE-Element allerdings keinen bekannten Spleißakzeptor besitzt, wäre es
vorstellbar, daß hierbei die RNA stabilisiert, jedoch nicht gespleißt werden kann. Trotz dieser
teilweise geringfügigen nukleären Stabilisierung in den murinen Zellen, wurde kein effizienter und
aktiver Export der RNA in das Zytoplasma beobachtet. Auch in der Hamsterzellinie CHO konnte
trotz nukleärer Akkumulation der UTRwtgagCTE RNA-Transkripte im Zellkern kein Export
nachgewiesen werden. Diese Beobachtungen implizieren, daß in den Nagetierzellen Faktoren
fehlen, die sowohl für den CTE-vermittelten Export, als auch für den Rev/RRE-vermittelten Export
INS-haltiger RNA-Transkripte benötigt werden.
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Abbildung D-1 Modell der verschiedenen Systeme und Mechanismen der Gag Expression in humanen und nicht-humanen
Primatenzellen, sowie deren mögliche Blockierung in Nagetierzellen. (1) INS-vermittelte Degradation INS-haltiger Gag-
spezifischer wt-RNA Transkripte im Zellkern (2) Rev/RRE abhängige Expression INS-haltiger wtgag RNA Transkripte:
aufgrund der im 5‘-UTR vorhandenen Spleißdonorstelle und der im 3‘-RRE gelegenen suboptimalen Spleißakzeptoren kommt
es aufgrund ineffizienter Spleißvorgänge zu einer nukleären Stabilisierung. Die nukleäre Retention kann im folgenden nur
durch Ko-Expression des viralen Faktors Rev aufgehoben werden, welches an RRE bindet und den CRM1-abhängigen RNA-
Export initiiert (3) CTE-abhängige Expression INS-haltiger wtgag RNA Transkripte: aufgrund der im 5‘-UTR vorhandenen
Spleißdonorstelle, wird die RNA stabilisiert und Rev-unabhängig mittels des an das CTE-Element bindenden zellulären
Faktors Tap/Mex69 den Export vermittelt. (4) Von viralen Faktoren unabhängige Expression nicht-INS haltiger Gag-
spezifischer, synthetischer RNA-Transkripte über einen bislang unbekannten Exportmechanismus. Die möglichen Ursachen
der in den Nagetierzellen beobachteten, reduzierten Gag Expression INS-haltiger Rev-abhängiger (UTRwtgagRRE) und Rev-
unabhängiger (UTRwtgagCTE) RNA-Transkripte sind an ansprechender Stelle markiert.
D.1.1.3 Konstitutive Gag Expression des Kodon-optimierten Gens
Im Zusammenhang mit der Identifizierung und Charakterisierung der die HI-virale RNA
destabilisierenden INS Sequenzen innerhalb der für p17MA,- und p24KA-kodierenden Region
(Schwartz S et al., 1992, Schneider R. et al., 1997), sowie innerhalb des pol und env Leserahmens
(Maldarelli F., et al. 1991; Cochrane A.W. et al., 1991; Nasioulas G. et al., 1994; Brighty D. und
Rosenberg M. 1994) konnte gezeigt werden, daß späte HI-virale Strukturproteine Gag bzw.
Gagpol durch selektive Mutationen der INS-Sequenzen entsprechender Genkassetten Rev/RRE-
unabhängig exprimiert werden können (Schwartz S. et al. 1992; Schneider R. et al 1997; Qiu J. et
al., 1999). Des weiteren wurde in unserer Arbeitsgruppe zur vollständigen Elimination
destabilisierender, HI-viraler Sequenzen ein auf das Kodon von hochexprimierten Säugetiergenen
angepaßtes synthetisches Gen (syngag) hergestellt, welches für das 55kDa Polyprotein kodiert.
Wie bereits in früheren Arbeiten und auch in mit Hilfe der in vorliegender Arbeit erzielten
Ergebnissen gezeigt werden konnte, ist die transkribierte, synthetische pre-mRNA äußerst stabil
und wird sowohl unabhängig von cis,- und trans-aktiven viralen (z.B. Rev/RRE und CTE) und
zellspezifischer Faktoren effizient aus dem Zellkern exportiert. Der Exportmechanismus der syngag
RNA Transkripte wird dabei nicht durch CRM1 vermittelt (Graf M., et al. 2000). Während sich in
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humanen Zellen die dadurch erzielte Expressionsrate nur geringfügig von derjenigen
unterscheidet, die mit der Verwendung des Rev/RRE Systems erzielt wird, wurde dem gegenüber
die Gag Expressionsrate in den untersuchten Nagetierzellen um nahezu das 5-10fache gesteigert.
Auch andere Arbeitsgruppen konnten durch Adaption des Kodongebrauchs an das von
hochexprimierten Säugetiergenen eine effiziente, Rev/RRE-unabhängige Expression der HI-viralen
Strukturproteine Gag, Gagpol und Env erzielen (Haas J., 1996; Megede J. et al., 2000;
Kotsopoluou E. et al., 2000; Huang Y. et al., 2001). Der Vorteil dieses Zelltyp-unabhängigen
Expressionsystems gegenüber dem Rev/RRE-bzw. dem CTE-System ist nicht nur, daß auf die
extrem ineffiziente Ko-Transfektion und Ko-Expression eines regulatorischen, viralen Proteins in
vivo verzichtet werden kann, sondern auch, daß das gag Gen aufgrund der Kodon-Optimierung
keine HI-viraler Wildtyp Sequenzen mehr beinhaltet, welche z.B. im 5‘-UTR Bereich spezifische
Verpackungssignale viraler RNA trägt. Dadurch wird zudem die Wahrscheinlichkeit einer
Rekombination mit dem HI-viralem Wildtyp-Genom reduziert. Aus diesen genannten Gründen
der Sicherheit und der praktischer Relevanz scheint das synthetische Gen ein optimaler Kandidat
einer HIV-1 spezifischen DNA-Vakzine, insbesondere zur Evaluierung dessen Immunogenität im
Balb/c-Mausmodell zu sein. Die Genexpression eines partiell synthetischen gag Gens, dessen INS-
Sequenzen durch singuläre Mutationen gezielt zerstört wurden, kann in Primatenzellen durch das
CTE-Exportelement von SRV-1 zusätzlich gesteigert werden (Qiu et al. 1999). Auch mit Hilfe
anderer, viraler RNA-Exportsignale, wie z.B. dem PRE-Element des Hepatits B Virus, konnte
wiederholt eine Erhöhung der Expressionsrate insbesondere von Genen, welche keine Introns
besitzen, nachgewiesen werden (Huang und Carmichael, 1997; Huang et al. 1999; Farjot et al.
2000; Sandri-Goldin, et al. 1998; Huang und Yen 1995; Paca et al., 2000). Die Identifizierung
geeigneter ubiquitärer Exportsignale und die damit erweiterten syngag Expressionsvektoren
könnten die synthetischen DNA-Vakzine Kandidaten möglicherweise noch zusätzlich optimieren.
D.1.2 Partikelfreisetzung und Prozessierung der Strukturproteine
Gag und Gagpol in Nagetierzellen
D.1.2.1 Effiziente Abschnürung und Freisetzung Virus-ähnlicher Gag-Partikel
in verschiedenen Zellkultursystemen
Wie bereits erwähnt, sollte für eine hohe Wirksamkeit und Immunogenität eines potentiellen
DNA-Vakzine Kandidaten nicht nur die Gag Genexpression in heterologen Systemen an sich,
sondern auch die Eigenschaft der Freisetzung partikulärer Virus-ähnlicher Partikel in den
Überstand, gewährleistet sein. In Kapitel A.2 wurde bereits detailliert über die Funktion der
viralen Strukturproteine Gag und Gagpol bei der Ausbildung und Reifung infektiöser HI-Virionen
berichtet. Daneben ist, auch in Abwesenheit anderer, viraler Faktoren, Gag bzw. Gagpol in der
Lage Virus-ähnliche Partikel (VLPs) von der zellulären Oberfläche von Primatenzellen und
Insektenzellen abzuschnüren und in den Überstand freizusetzen (Smith et al., 1990; Mergener et
al., 1992; Wagner R. et al., 1992 und 1994; Wills und Craven, 1991). Diese Eigenschaften
wurden ebenfalls in verschiedenen Nagetierzellen untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, daß
die Ausbildung und Freisetzung Virus-ähnlicher Pr55gag-Partikel grundsätzlich in allen untersuchten
Nagetierzellen gewährleistet ist. Die von unterschiedlichen Zellinien freigesetzten Partikel hatten
übereinstimmend eine Dichte von 1,16g/cm3 (Mergener, 1991; Wagner et al., 1994). Während
die Partikelfreisetzung in der Primatenzellinie COS-7 und der Hamsterzellinie CHO  signifikant,
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und in den murinen Zellen um 50% gegenüber den humanen Zellen reduziert war, konnte kein
wesentlicher Unterschied zu der Hamsterzellinie BHK beobachtet werden. Daraus geht hervor,
daß die zelltypspezifischen Unterschiede in der Partikelfreisetzung nicht ausschließlich auf
Nagetierzellen bezogen werden können.
Abbildung D-2 Schematische Darstellung der Rev-unabhängigen Gag bzw GagPol (20:1) Expression, sowie der Freisetzung
Pr55gag Virus-ähnlicher Partikel bzw. die Freisetzung und Prozessierung der Gag-GagPol Partikel in Anwesenheit der
viralen Protease: die primäre proteolytische Spaltung (1°) erfolgt zwischen p2 und Nukleokapsid und generiert bereits noch
vor der Partikelabschnürung die Spaltprodukte p41 (MA-KA-p2), p14 (NC-p1-LI) und p110 (NC-p6*-PR-RT-IN). Zumeist
erst während der Partikelreifung werden die Polyproteine an ihren sekundären Spaltstellen (2°), in die Produkte p17MA, p26
(KA-p2), p8 (NC-p1), p6LI, p7NC, p100 (p6*-PR-RT-IN) gespalten. Die tertiären Spaltungen (3°) erfolgen im Partikel ca.
400x langsamer wie die primäre Spaltung und generieren die prozessierten Gag und Pol Proteine.
D.1.2.2 Effiziente Prozessierung freigesetzter Pr55gag/Pr160gagpol Virus-
ähnlicher Partikel in verschiedenen Zellkultursystemen
In der vorliegenden Arbeit konnte neben der Ausbildung und Freisetzung Pr55gag-VLPs
ebenso die Freisetzung von Pr55gag/Pr160gagpol Partikel aus allen untersuchten Zellinien
nachgewiesen werden. Zudem wurde mit Hilfe eines Reportersystems gezeigt, daß der HI-virale –
1 ribosomale Leserastersprung des Gag-Pol Überganges (vgl. A.2), welcher für das korrekte
Verhältnis von Gag zu GagPol Proteinen (Gag:GagPol=20:1) verantwortlich ist (Jacks et al. 1985
und 1988, Shehu-Xhilaga et al. 2001), sich in allen Zellen mit einer im proviralen Kontext
identischer Häufigkeit von 4-6% ereignet. Der retrovirale ribosomale Leserastersprung scheint
somit unabhängig von viralen oder zell,- und gewebsspezifischen Faktoren zu sein (Moosmayer et
al 1991; Jacks et al. 1988; Wilson et al. 1988). Obwohl bereits 1991 für die murine Zellinie Ltk-
und die Hamsterzellinie BHK ein möglicher Prozessierungsdefekt diskutiert wurde (Moosmayer et
al. 1991), konnte in der vorliegenden Arbeit eindeutig sowohl eine initiale, intrazelluläre
Prozessierung, als auch eine nach Abschnürung der Virus-ähnlichen Partikeln vollständige
Prozessierung der Vorläuferproteine durch die virale Protease (Smith et al., 1990, Kaplan et al.,
1994; Hendersson et al., 1992, Pettit et al., 1994 und 1998, Wiegers et al., 1998; Oroszlan und
Luftig 1990) in allen Zellinien und mit gleicher Effizienz nachgewiesen werden. Somit kann auch
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eine Inhibition der proteolytischer Prozessierung der HI-viralen Strukturproteine Pr55gag und
Pr160gagpol in Nagetierzellen ausgeschlossen werden.
D.1.3 Inhibition der HI-viraler Replikation in Nagetierzellen
Der Zelltropismus verschiedenster Viren wird i.d.R. über die zell,- und speziesspezifischen
Faktoren der Wirtszelle definiert. Im Falle des humanpthogenen HI-Virus ist die Infektion einer
Zelle abhängig von der Anwesenheit des viralen Rezeptors CD4 und der Ko-Rezeptoren CXCR4
und/oder CCR5 (Maddon et al., 1986; zur Übersicht: Moore et al., 1997; Kinter et al., 2000).
Weiterhin können Differenzierungstatus und Aktivierungsgrad der Lymphozyten einen Einfluß auf
weitere Schritte der viralen Replikation nehmen (Stevensson et al., 1990; Zack et al., 1990).
Zudem sind Transkription, nukleo-zytoplasmatischer Transport viraler RNAs, Translation und
Prozesse des Virus-Assemblys von zellulären Faktoren abhängig. In vitro können ausschließlich
humane und nicht-humane Primatenzellen, welche CD4 und CXCR4 bzw. CCR5 exprimieren mit
HIV-1 infiziert werden. Auch mit VSV-G („vesicular stomatitis virus G glycoprotein“)
pseudotypisierte HI-Viren, deren Zelltropismus unabhängig von den Rezeptormolekülen ist, sind
zwar in der Lage in einer Vielzahl verschiedener Säugetierzellen, jedoch nicht in Zellen, die
Hamstern, Mäusen und Kaninchen, sowie Rindern und Schweinen entstammen, zu replizieren
(Hofmann W. et al. 1999). Die Ursache der in Nagetierzellen beobachteten Inhibition HI-viraler
Replikation, ist das Unvermögen des murinen, nukleären Faktors CyclinT1, welcher bereits als vom
humanen Chromosom 12 kodierter Ko-Faktor der Tat-vermittelten viralen Transkriptionsinitiation
und Elongation identifiziert wurde (vgl. A.2), effizient mit Tat/TAR zu interagieren (Bieniasz et al.,
1998; Fujinaga et al., 1999; Garber et al., 1998; Kwak et al., 1999). Interessanterweise
unterscheidet sich das murine Protein von dem humanen CyclinT1 nur in einem einzigen
Aminosäurerest (Tyr261/Cys261). Die Fülle an neuen Erkenntnissen über die möglichen Ursachen
einer Inhibition der HIV-1 Replikation in murinen Zellen, initiierte des weiteren das Bestreben ein
effizientes und billiges Nagermodell zur Studie der viralen Pathogenese, Immunmodulation sowie
zur Austestung potentieller HIV-1 Vakzine Kandidaten und Therapeutika zu entwickeln (Browning
et al., 1997; Sawada et al. 1998; Speck et al., 1998; Reid et al., 2001, zur Übersicht: Jamieson
und Zack 1999). In transgenen Kaninchen und Ratten (Langley et al., 1998; Reid et al. 2001)
wurde nach Infektion lediglich eine schwache Replikation beobachtet. Allerdings konnte, im
Gegensatz zu aus Kaninchen-stammenden Zellen (Speck et al., 1998), bislang keine murine
Zellinie entwickelt werden, die trotz stabiler Expression von hu-CD4, hu-CXCR4 und/oder hu-
CCR5 sowie hu-CycT1 permissiv für HIV-1 war. Auch nach Infektion muriner, hu-CycT1 positiver
Zellen mit pseudotypsierten HI-Viren konnte keine Freisetzung infektiöser HI-Viren nachgewiesen
werden (Garber, et al. 1998; Mariani et al., 2000). Da in beiden Fällen sowohl die Infektion der
Zellen, die Integration des viralen Genoms in die Wirtszelle und die virale Transkription
nachgewiesen wurde, muß die Inhibition auf post-transkritpioneller Ebene zu finden sein.
Tatsächlich, wurde in verschiedenen murinen Zellinien und Hamsterzellen eine Verschiebung der
Verhältnisse von ungespleißter zu gespleißter Gesamt-RNA (Faktor 6-40), eine infolgedessen
reduzierte Expression der viralen Vorläuferproteine Pr55gag und Pr55gagpol, und auch eine
verminderte intrazelluläre Konzentration, des proteolytisch abgespaltenen p41-Intermediats (p17-
p24-p2) und des 24kDa-Kapsidproteins beobachtet. Demzufolge wurden nur geringe Mengen
freigesetzter Partikel, die allerdings eine dem Wildtyp-entsprechende Morphologie aufwiesen und
infektiös waren, im Zellkulturüberstand detektiert (Mariani et al., 2000, Bieniasz und Cullen,
2000). Aufgrund des in diesem Zusammenhang beobachteten elektronendichten, multizentrisch
angeordneten Gag-spezifischem Materials („lamellare Lysosomen“), wurde die Hypothese
aufgestellt, daß die Inhibition HI-viraler Replikation auf einem Assembly-Defekt, gestützt auf
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einem fehlgeleiteten Transport der viralen Strukturproteine in zelluläre Vesikel, beruht (Mariani et
al., 2000). Im Zusammenhang mit den erörterten und den in dieser Arbeit erzielten Ergebnissen
scheint es allerdings unwahrscheinlich, daß die Inhibition der HI-viralen Replikation in Nagetieren
allein auf einen Assembly-Defekt zurückzuführen ist. Aufgrund der Tatsache, daß sich bei
Verwendung Rev/RRE-unabhängiger Expressionssysteme weder der RNA-Export, die Protein
Expression, die Ausbildung und Freisetzung Virus-ähnlicher Pr55gag und Pr55gag/Pr160gagpol-Partikel,
noch die Prozessierung der Vorläuferproteine in den untersuchten Nagetierzellen von den
Prozessen in humanen Zellen signifikant unterscheidet, müssen andere posttranskriptionelle
Faktoren (vgl. Abb. D-1) eine primäre Rolle spielen. In Folge von reduzierten RNA-Stabilitäten,
veränderten Spleißvorgängen und Spleißprodukten sowie unzureichenden RNA-Export könnte die
reduzierte Gag bzw. GagPol Expression und/oder die Expression partiell verkürzter viraler
Strukturproteine die Prozessierung und Reifung der Partikel erheblich stören. Der Befund, das die
mit HIV infizierten, murinen Zellen (hu-CD4+, hu-CCR5+, hu-CycT1+) nach Fusion mit nicht-
infizierten, humanen 293T Zellen (Heterokaryon) bereits nach 24h eine deutliche Erhöhung
intrazellulärer Mengen viraler Strukturproteine und freigesetzter infektiöser Partikel aufwiesen,
wurde zwar ebenfalls als Bestätigung eines in murinen Zellen fehlerhaften Virus-Assemblys
angesehen (Mariani et al.,  2001), doch könnte dies ebenso gut auf „Shuttle“-Proteine hindeuten,
die aus dem humanen in den murinen Zellkern gelangen, um so die Blockierung nukleärer, post-
transkriptioneller Prozesse in murinen Zellen aufzuheben.
D.1.4 Die Expressionsrate von Gag korreliert mit der Immunogenität
der DNA-Vakzine im Balb/c-Mausmodell
Obwohl die retroviralen Exportmechanismen Rev/RRE und CTE in humanen Zellen die
Expression des viralen Strukturproteins Pr55gag gewährleisten, konnte in dieser Arbeit gezeigt
werden, daß selbige Mechanismen, insbesondere in murinen Zellinien nicht bzw. nur bedingt
funktionsfähig sind. Durch die Anpassung des viralen AU-reichen Kodongebrauchs an den von
hochexprimierten Säugetiergenen und die dadurch bedingte Elimination der INS-Elemente
konnte eine von zell,- und gewebsspezifischen Faktoren unabhängige Gag Expression ermöglicht
werden. Ferner konnte gezeigt werden, daß die exprimierten Pr55gag Proteine auch in murinen
Zellen in Form von Virus-ähnlichen Partikeln freigesetzt werden. Diese zuvor in Zellkultur
erzielten Ergebnisse korrelierten mit der induzierten Immunantwort in vivo nach intramuskulärer
Immunisierung der Balb/c-Mäuse mit den entsprechenden Expressionskonstrukten. Hierbei
konnte gezeigt werden, daß insbesondere bei einer geringen Dosis der verabreichten Plasmid-
DNA (20µg) allein das synthetische, Kodon-optimierte Konstrukt eine effiziente humorale
Immunanwort induzierte. Im Gegensatz dazu waren diejenigen Konstrukte, deren Pr55gag
Expression von der Funktionsweise des Rev/RRE und CTE-vermittelten Mechanismen abhängt
gleichermaßen ineffizient. Dies zeigt nicht nur, daß die in vitro ermittelten Expressionsraten direkt
mit der Immunogenität in vivo korreliert, sondern verdeutlicht auch, daß grundlegende
Expressionsanalysen in vitro wesentlich zum Verständnis der Wirkungsmechanismen insbesondere
einer DNA-Vakzine beitragen können.
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D.2 Immunonogenität des Kodon-optimierten Gag-spezifischen
DNA-Vakzine Kandidaten pc-syngag
D.2.1 Die Bedeutung des Gag Proteins für eine HIV/AIDS-Vakzine
Es ist unumstritten, daß eine erfolgversprechende HIV/AIDS Vakzine nicht nur Virusisolat-
übergreifende, neutralisierende Antikörper, sondern auch reaktive CD4+ TH-Lymphozyten sowie
CD8+ zytotoxische T-Zellen induzieren sollte (vgl. A.4). Während eine Immunisierung mit
aufgereinigten, rekombinanten HI-viralen Hüllproteinen oder mit entsprechenden DNA-Vakzine
Kandidaten vornehmlich auf die Induktion der humoralen Immunantwort abzielt, sollte dagegen
eine Vakzine gegen die Strukturproteine und Regulatorproteine vornehmlich die zelluläre
Immunantwort stimulieren. Eine Vielzahl immunogener HIV-spezifischer Epitope wurde bislang
innerhalb der Strukturproteine Env, Gag und Pol, als auch der regulatorischen und akzessorische
Proteine Tat, Rev, Nef und Vpr identifiziert (http://hiv-web.lanl.gov/immunology). Aufgrund der
hohen Sequenzvariablität unterschiedlicher Virusisolate, wäre jedoch insbesondere die Induktion
umfassender, zellulärer Immunantworten gegen konservierte Bereiche HI-viraler Proteine
vorteilhaft. Insbesondere das HI-virale Strukturprotein Gag beinhaltet eine Vielzahl immunogener
und Virus-Isolat übergreifender, hoch-konservativer Epitope. Obwohl die Rolle von Antikörpern
gegen das Gag Protein bzw. dessen Spaltprodukte, welche sich innerhalb des membranumhüllten
Viruspartikels befinden, hinsichtlich der Virus-Elimination umstritten sein mag (Cheingsong Popov
et al., 1993; Lange et al., 1986; Forster et al., 1987; Papsidero et al., 1989; McRae et al., 1991),
enthält das Gag Protein eine Vielzahl konservierter, T-Helfer,- und ZTL Epitope, für die eine
zentrale Rolle bei der Kontrolle der Virusreplikation in vivo beschrieben wurde (Nixon et al.,
1988; Koup et al., 1991; Buseyne et al., 1993; Harrer et al., 1996 und 1998; Betts et al., 1999;
Durali et al., 1998; Lynch et al., 1998; Klein 1995; Wagner et al., 1999). In Kapitel A.5 wurde
bereits die DNA-Immunisierung, welche in prä-klinischen Studien eine schützende Immunantwort
gegen eine Vielzahl von infektiösen Erregern induzieren konnte (zur Übersicht: Donnely und
Ulmer, 1997), als eine neuartige Impfstoffstrategie einer kombinatorischen HIV/AIDS-Vakzine
vorgestellt, und deren Wirksamkeit und die Mechanismen der Immuninduktion detailliert
diskutiert. Im murinem Tiermodell induzierten bislang untersuchte DNA-Vakzine Kandidaten im
allgemeinen effiziente zelluläre Immunantworten, obwohl die induzierten Antikörpertiter i.d.R.
immer niedriger waren als eine entsprechende Protein-Vakzinierung in Anwesenheit
immunstimulatorischen Adjuvantien (Ulmer et al., 1993). Auch gegen HIV-1 wurde eine Vielzahl
auf DNA basierender Impfstoffe (zur Übersicht: Barouch und Letvin, 2000; Schultz et al., 2000)
entwickelt, obwohl bislang keiner dieser env bzw. gag/pol Vakzine Kandidaten eine, eindeutig vor
Infektion mit einem hoch-pathogenem Virus schützende Immunantwort im Tiermodell induzierte.
Die Limitation einer effizienten gegen HI-viraler Strukturproteine, wie z.B. Gag, GagPol und
Env gerichteten DNA-Vakzine beruhte stets auf der bereits ausführlich diskutierten Rev/RRE-
Abhängigkeit der Genexpression. Doch auch die Ko-Immunisierung eines Rev-exprimierenden
Vektors ist aufgrund der geringen Transfektionseffizienz in vivo und der regulatorischen
Eigenschaften des Proteins selbst, nicht für die DNA-Immunisierung geeignet. Aufgrund ihrer
Ineffizienz, konnten sich auch die Verwendung bicistronischer Vektorsysteme in der Praxis nicht
durchsetzen. Eine multi-Komponenten DNA-Vakzine enthält zwar alle nötigen cis,- und trans
aktiven Elemente, doch besitzen diese Vektoren meist ein bereits zu umfassendes
Molekulargewicht (>12kb), welches in vivo ebenfalls die Transduktionsrate drastisch reduziert.
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D.2.2 Immunogenität der pc-syngag DNA-Vakzine
In den vorherigen Kapiteln wurde bereits ausführlich der Einfluß der Adaption des
Kodongebrauchs des Wildtyp gag Gens an das von hochexprimierten Säugetiergenen auf die
Expressionsraten in verschiedenen Zellkultursystemen diskutiert. Dabei konnte gezeigt werden,
daß durch die Optimierung des Kodongebrauchs und die dadurch bedingte Zerstörung der die
Genexpression limitierenden INS-Sequenzen eine effiziente, Rev/RRE-unabhängige sowie zell,-
und gewebsunspezifische Expression der viralen Strukturproteine Pr55gag (syngag) und Pr160gagpol
(syngagpol) erzielt werden konnte.
D.2.2.1  Induktion effizienter humoraler und zellulärer Immunantworten
In der vorliegenden Arbeit konnte ferner demonstriert werden, daß mit Hilfe des Kodon-
optimierten Expressionskonstrukts pc-syngag, im Vergleich zu herkömmlichen DNA-Vakzine
Kandidaten gegen virale Strukturproteine, eine effiziente und konsistente humorale
Immunantwort nach i.m. Immunisierung der Plasmid-DNA in Balb/c-Mäusen induziert wird.
Dabei war bereits bei einer Dosis von 20µg Plasmid-DNA eine einmalige Auffrischimpfung drei
Wochen nach der Primärimmunisierung ausreichend um Gag-spezifische AK-Titer von 1/10.000
zu induzieren. Die induzierte humorale Immunanwort korrelierte dabei bis zu einer
Konzentration von 100µg mit der injizierten Menge an Plasmid-DNA. Bereits eine einmalige
Immunisierung von 100µg Plasmid-DNA reichte aus, um Gag-spezifische Ig-Titer von 1/1.000 zu
induzieren. Zwei weitere Immunisierungen im Abstand von 3 Wochen erzielten letztendlich Ig-
Titer von bis zu 1/1.000.000. Wie auch bereits in anderen DNA-Vakzine Studien im murinen
Tiermodell demonstriert wurde (zur Übersicht: Ulmer J.B. et al., 1996), induziert die
Verabreichung nackter Plasmid-DNA in gepufferten Lösungen generell eine TH1-polarisierte
Immunantwort, die durch die Anwesenheit IgG2a-spezifischer AK (IgG1/IgG2a=<1) im Serum
immunisierter Tiere gekennzeichnet ist. In den lymphatischen Organen immunisierter Mäusen
konnten Gag-spezifische CD8+ zytotoxische T-Lymphozyten gegen nachgewiesen werden, welche
zwei bekannte p24-spezifische ZTL-Epitope erkannten. Ferner wurden nach in vitro Restimulation
der Splenozyten mit unterschiedlichen „Recall“-Antigenen inflammatorische und die Proliferation
von Antigen-päsentierenden Zellen und T-Lymphozyten stimulierende, typische TH1-Zytokine,
wie z.B. IFN-γ und IL-2 freigesetzt.
In einer, von der Firma Chiron Cooperations (Emeryville, CA USA) durchgeführten
vergleichenden Studie unterschiedlicher HI-viraler Gag-Expressionskassetten im Balb/c-
Mausmodell, konnte ebenfalls die hohe Immunogenität einer Kodon-optimierten, voll-
synthetischen DNA-Vakzine gegenüber herkömmlichen Vakzinekandidaten bestätigt werden
(Megede et al., 2000, Otten et al., 2000). Dabei wurden nach einer zweimaligen i.m
Immunisierung von je 20µg synthetischer, Gag kodierender Plasmid-DNA AK-Titer von 1:5.000-
1:10.000 erzielt, d.h. um nahezu den Faktor 10 niedrigere Titer als in den in dieser Arbeit
vorgestellten Versuchen. Dennoch zeigte diese Studie eindringlich, daß bereits eine minimale
Konzentration von 0,2µg Plasmid-DNA ausreicht, um zwei Wochen nach der zweiten
Immunisierung in 50% der Versuchstiere Gag-spezifische Ig-Titer (1:500) zu erzielen. Selbst nach
einmaliger Injektion von nur 0,02µg DNA wurden bereits p24-spezifische CD8+ zytotoxische T-
Zellen induziert (30% bei einer E:T Ratio von 100:1), obwohl hierbei keine Antikörper detektiert
wurden. Interessanterweise war die Immunogenität eines alternativen Gag-Expressionskonstrukts,
in dem die INS-Sequenzen (p55M1-10) durch gezielte Mutationen zerstört wurden (Schneider et
al., 1997), gegenüber herkömmlichen wtgag Genen hinsichtlich der Expressionsrate in vitro, sowie
der nach 3-maliger i.m Immunisierung (100µg) induzierten humoralen und zellulären
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Immunantwort im Balb/c-Mausmodell ebenso überlegen (Qiu, et al., 1999), wie das voll-
synthetische gag Gen in der vorhergehenden und in der in dieser Arbeit vorgestellten Studie.
Dabei konnte ferner erstmals demonstriert werden, daß die durch die Gag-spezifische DNA-
Vakzine induzierten Antikörper vorwiegend bzw. ausschließlich gegen Regionen innerhalb des
Kapsidproteins (p24KA) gerichtet sind (Qiu et al., 1999). Eine erweiterte Studie, in der
unterschiedliche Kodon-optimierte Gag, Pol und Gagpol Konstrukte hinsichtlich Expression und
Immunogenität im Balb/c-Mausmodell untersucht wurden, ergab, daß alle DNA-Vakzine
Kandidaten identische Gag-spezifische AK-Titer und Gag-spezifische ZTL-Anwort induzieren. Die
Pol-spezifische humorale und zelluläre Immunantwort scheint dagegen am effizientesten induziert
zu werden, wenn der –1 ribosomale Leserastersprung zerstört ist und durch eingefügte
Mutationen ein Durchlesen des gagpol Leserahmens ermöglicht wird, und ferner, wenn die
Protease zudem durch gezielte Mutationen inaktiviert ist (hGag-Pol∆Fs∆Pr) (Huang et al., 2001).
D.2.2.2  Induktion langlebiger Antigen-spezifischer Gedächtniszellen
In der vorliegenden Arbeit konnte weiterhin gezeigt werden, daß die durch 3-malige i.m.
Immunisierung von je 50µg pc-syngag Plasmid-DNA induzierte Gag-spezifische humorale und
zelluläre Immunantwort mit nahezu der gleichen Effizienz noch 5 Monate nach der letzten DNA-
Applikation nachzuweisen ist. Die Induktion langlebiger Gedächtniszellen durch DNA-
Immunisierung ist in der Literatur wiederholt dokumentiert worden. So war auch die induzierte
Immunantwort einer HBsAg-spezifischen bzw. einer Influenza-Nukleoprotein (NP)-spezifischen
DNA-Vakzine noch weitere 17 Monate nachweisbar (Raz et al., 1994; Davis et al. 1996). Dieser
Effekt könnte auf eine langanhaltende Expression viraler Antigen zurückgeführt werden. In diesem
Zusammenhang konnte mittels geeigneter Luziferase-Reportersysteme gezeigt werden, daß die
Genexpression in den Muskelzellen in Abhängigkeit des verwendeten Promotors und der i.m.
verabreichten Dosis bis zu 6-19 Monate stabil ist (Wolff et al., 1992, Danko und Wolff, 1994).
Dagegen konnte zu keinem Zeitpunkt eine Genexpression in anderen Organen, wie z.B. dem
Gehirn, der Leber, Lunge, Gebärmutter, dem Magen, der Niere oder der Milz detektiert werden.
Weiterhin ist bekannt, daß die i.m. injizierte Plasmid-DNA bereits innerhalb von 5min von ca. 1-
5% der Muskelzellen aufgenommen wird und mitunter bis einem Jahr als extrachromosomales,
zirkuläres Molekül in den Muskelzellen nachgewiesen werden kann (Ulmer et al., 1993; Wang et
al., 1993), obwohl dagegen auch gezeigt wurde, daß die Muskelzellen, sei es durch aktivierte
CD8+ zytotoxische T-Zellen oder durch die Genexpression per se, ca. 10 Tage nach DNA-
Immunisierung zerstört werden (Davis et al. 1997). Bereits 24h nach Injektion kann die Plasmid-
DNA allerdings auch in CD11b+/CD80+/CD86+ mononuklären Zellen (APZ) sowohl innerhalb des
Muskelgewebes, als auch in den umliegenden lymphatischen Organen detektiert werden, obwohl
in diesen Zellen keine aktive Antigenexpression nachzuweisen ist (Danko und Wolff 1994, Dupuis
et al., 2000). Zum gegenwärtigem Zeitpunkt ist allerdings noch unklar, ob die zur
Aufrechterhaltung langlebiger Gedächtniszellen benötigten Antigen von den direkt transfizierten
Muskelzellen oder den, nach Aufnahme der Plasmid-DNA in die lymphatischen Organe
eingewanderten APZs, produziert werden.
D.2.2.3 Interne CpG-Motive besitzen keinen Einfluß auf die Immunogenität
Es ist bekannt, daß (i) an der Wobble-Position lentiviraler Kodons anstelle eines Thymins
präferentiell ein Cytosin steht und (ii) infolgedessen, G/C-reiche Regionen gegenüber A/T-reiche
Sequenzen, stark unterrepräsentiert sind (Haas et al., 1996). Ferner fügt die lentivirale Reverse
Transkriptase bevorzugt anstelle eines Guanosins ein Adenin ein („hypermutation“) (Vartanian et
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al., 1991; Wain-Hobson et al., 1995). Dagegen sind C/G Motive mit einer höheren statistischen
Wahrscheinlichkeit im Säugetiergenom zu finden. Demzufolge wurde bei der Herstellung
synthetischer Gensequenzen durch die Optimierung des Kodongebrauchs der G/C-Gehalt des gag
Gens von 45% auf 66% erhöht (Graf et al., 2000). Da allerdings die immunstimulatorischen
Eigenschaften, bakterieller DNA bzw. nicht methylierter CpG-Motive der Konsensussequenz Pur-
Pur-CpG-Pyr-Pyr bereits seit mehreren Jahren bekannt sind und detailliert untersucht wurden
(Messina et al., 1991; Yamamoto et al., 1992; Klinman et al., 1996; Krieg et al, 1995; Sato et al.
1996; Yi et al. 1996; Lipford et al. 1997; Pisetsky et al., 1996 und 1999; Hartman und Krieg,
1999), könnten die durch die Kodon-Optimierung eingefügten CpG-Motive einen wesentlichen
Beitrag zur hohen Immunogenität der pc-syngag DNA-Vakzine leisten. Dennoch konnte in der
vorliegenden Arbeit gezeigt werden, daß durch stille Mutationen der entsprechenden CpG-Motive
weder die Gag Expression in vitro, noch die Immunogenität in vivo beeinflußt wurde. Somit ist die
hohe Immunogenität der pc-syngag DNA-Vakzine vielmehr auf die gesteigerte Expressionsrate im
murinem Tiermodell, als auf interner cis-aktiver, immunstimulatorischer CpG-Motive
zurückzuführen (Deml et al., 2001). Ähnliche Schlußfolgerungen konnten auch andere
Arbeitsgruppen aus ihren Ergebnissen ziehen (Vinner et al., 1999; Stratford et al., 2000).
Allerdings könnten immunrepressive Sequenzmotive (Krieg et al. 1998), welche auch innerhalb
des pcDNA3.1 Vektors zu finden sind, die Wirkung der immunstimulatorischen CpG-Motive
aufheben. Eine weitere mögliche Optimierung des Vektorsystems wäre demzufolge die gezielte
Inaktivierung negativer Elemente in Kombination mit dem Einfügen immunstimulatorischer CpG-
Motive, um auf diese Weise eine weitere Erhöhung der Antigen-spezifischen Immunantwort in
vivo zu erreichen (Davis et al. 2000)
D.2.2.4 Immunisierungsrouten und Verabreichungsformen der DNA-Vakzine
In den vergangenen Jahren wurde deutlich, daß einige der zunächst als geringfügig
erachteten Faktoren, wie z.B. Größe der Injektionsnadel, Volumen und Art der Inketionsflüssigkeit
sowie Durchführung der i.m. Immunisierung einen großen Einfluß auf die Genexpression
injizierter Plasmid-DNA in vivo besitzt (Manthorpe et al., 1993; Wolff et al., 1991; Davis et al.,
1993; Levy et al., 1996). Es ist demzufolge nicht verwunderlich, daß auch die
Immunisierungsroute und die Art der Verabreichung der Plasmid-DNA einen erheblichen Einfluß
auf die in vivo induzierten Immunantworten besitzt.
D.2.2.4.1 Die Immunisierungsmethode beeinflußt die Effektivität der DNA-Vakzine
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, daß eine i.m. DNA-Immunisierung des
Schienbeinmuskels von zuvor betäubten Versuchstiere bessere und konsistentere
Immunantworten induziert als die Injektion der Plasmid-DNA in den Oberschenkelmuskel.
Obwohl dieser im Vergleich zum TA Muskel größer erscheint, besteht dieser eigentlich aus vier
verschiedenen Muskeln. Zudem ist die Haut in diesem Bereich sehr lose und fettreich, so daß
hierbei die Gefahr einer subkutanen (s.k.) Immunisierung besonders hoch ist. Demgegenüber
befindet sich der TA Muskel direkt unterhalb der an dieser Stelle sehr straffen Haut. Aus diesem
Grund wurden die besten Resultate erfahrungsgemäß durch eine Verabreichung der DNA in den
TA Muskel erzielt (Davis 2000; Böhm et al., 1998). Weiterhin dürfte die Betäubung der Mäuse
einen positiven Effekt auf die Effizienz der Injektion haben, da dadurch der Muskel auch noch
einigen Minuten nach Injektion der Impfflüssigkeit entspannt bleibt und somit eine bessere
Aufnahme der DNA gewährleistet sein könnte.
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D.2.2.4.2 Die Immunisierungsroute beeinflußt die Effektivität der Immunantwort
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, daß sich die subkutane Verabreichung
nackter Plasmid-DNA in gepufferten Lösungen, hinsichtlich der absoluter Gag-spezifischen AK-
Titer, dem Verhältnis der AK-Isotypen sowie der induzierten CD8+ ZTL-Antwort nicht von der
i.m. DNA-Immunisierung unterscheidet. Dennoch konnte eine leicht verzögerte humorale
Immunantwort und einer reduzierte IFN-γ Freisetzung nach in vitro Restimulation der Splenozyten
mit „Recall“-Antigenen beobachtet werden. Im Gegensatz dazu wurde von einer anderen
Arbeitsgruppe gezeigt, daß die s.k. DNA-Immunisierung von 100µg HBsAg-kodierender Plasmid-
DNA, eine geringfügig erhöhte ZTL-Antwort, jedoch eine um den Faktor 10 höhere humorale
Immunantwort induziert. Insbesondere bei geringen Konzentrationen der verabreichten Plasmid-
DNA (10µg) wurde der Vorteil der s.k. Immunisierung gegenüber der i.m. Route in dieser Balb/c-
Mausstudie verstärkt (Böhm et al., 1998). Mehreren Berichten zufolge, kann die Antigen-
spezifische Immunantwort einer i.m. immunisierten DNA-Vakzine durch Verabreichung
bestimmter, das Muskelgewebe zersetzender Substanzen, wie z.B. Bupivacain (Vitadello et al.,
1994) oder Cardiotoxin (Davis et al., 1993), insbesondere bei niedrigen DNA Dosen, um den
Faktor 20-100 gesteigert werden (Coney et al., 1994; Danko et al., 1993; Davis et al., 1995), so
daß ferner die Divergenz zur s.k. Immunisierung aufgehoben werden kann (Böhm, et al., 1998).
Dabei scheint eine Regenerierung des Muskelgewebes die Aufnahme von DNA-Plasmiden und
infolgedessen die Immunogenität zu fördern. Dennoch existieren in der Literatur sehr
widersprüchliche Ergebnisse hinsichtlich der Effizienz der subkutanen Immunisierungsroute
(McCluskie et al., 1999; Böhm et al., 1998). In den letzten Jahren konnte mehrfach demonstriert
werden, daß, verglichen mit der i.m. DNA-Immunisierung, insbesondere die intradermale (i.d.)
Verabreichung nackter Plasmid-DNA eine effiziente Immunantwort in vivo induziert (Raz et al.,
1994). Dagegen konnte übereinstimmend weder nach intravenöser (i.v.), intraperitonealer (i.p)
oder oraler Immunisierung von Plasmid-DNA eine Immunantwort detektiert werden (McCluskie
et al., 1999; Böhm et al., 1998). Im Zusammenhang mit der äußerst niedrigen Halbwertszeit von
Plasmid-DNA im Blut und Lymphflüssigkeit (HWZ1/2=30 Sekunden) (Lew et al., 1995) mag die
niedrige Effizienz von i.v. und i.p. DNA-Immunsierung kaum verwundern. Zusammenfassend ist
die Effizienz der Vakzinierung nackter Plasmid-DNA mit einer raschen Aufnahme durch
somatische Zellen, wie z.B. Keratinozyten (i.d.), Stromazellen (s.k.) oder Muskelzellen (i.m.),
und/oder infolge von Entzündungsreaktionen an der Einstichstelle infiltrierter bzw. bereits dort
vorhandener APZs, korreliert.
D.2.2.4.3 Die Art der Immunisierung beeinflußt die Polarisierung der Immunantwort
Die Art und Polarisierung der durch die Immunisierung induzierten Immunantwort im hängt
im wesentlichem von der Methode der Immunisierung ab (Feltquate et al., 1997). So wurde
mehrfach demonstriert, daß die Immunisierung nackter Plasmid-DNA in gepufferter Lösung
unabhängig von der i.m. bzw. i.d. Immunisierungsroute, eine TH1-polariserte Immunantwort
induziert. Dagegen generiert eine, mit Hilfe der „gene-Gun“ in den Muskel oder der Dermis
verabreichte Plasmid-DNA eine eindeutige TH2-polarisierte Immunantwort. Bei dieser Methode,
bei der die DNA an inerte Gold-Partikel (0,9-2,6µm) konjugiert und unter Druck in das Gewebe
injiziert wird (zur Übersicht: Haynes et al., 1996), wird aufgrund einer direkten Transfektion von
APZs und/oder somatischer Zellen, um den Faktor 10-1000fach weniger Plasmid-DNA benötigt
wird (Robinson et al., 1995; Pertmer et al., 1995, Fynan 1993), um effiziente Immunantworten zu
generieren. Jedoch ist die „gene-Gun“-Immunisierung aufgrund der starken TH2-Polarisierung
umstritten, da dadurch dem eigentlichen Vorteil der DNA Vakzine, eine zelluläre, TH1-polarisierte
Immunantwort zu induzieren, nicht mehr gerecht wird. Zudem waren in einigen Fällen die
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dadurch induzierten Immunantworten ineffizienter als nach vergleichbarer i.m Immunisierung der
Plasmid-DNA (Deml et al., 2001).
D.2.2.4.4 Liposomen erhöhen die Effektivität der DNA-Vakzine
Eine weitere Möglichkeit, die Menge an benötigter Plasmid-DNA zu reduzieren und
gleichzeitig eine effiziente Aufnahme der DNA zu gewährleisten stellt die Komplexierung der
negativ geladenen DNA-Moleküle mit kationischen, i.d.R. unilamellaren Lipidkomplexen
(Liposomen; ∅<200nm) dar. Diese bestehen aus amphiphilen und neutrophilen
Fettsäuremolekülen sowie argininreicher, basischer Polypeptidverbindungen, wie z.B. Protamin,
welche die DNA kondensieren und wodurch zugleich die Ausbildung zu großer und damit
ineffizienter DNA-Lipid Komplexe verhindert wird (zur Übersicht: Gao und Huang, 1995 und
1996; Lasic, 1998). Die auf diese Weise vor Degradation geschützten DNA-Lipid Komplexe
erhöhen nachweislich die Transfektionseffizienz in vitro und in vivo (Schwartz et al. 1999;
Brunette et al., 1991, Vitiello et al., 1996 und 1999; Wheeler et al., 1996). In der vorliegenden
Arbeit konnte nach erfolgreicher Optimierung der Lipidformulation demonstriert werden, daß
durch die Komplexierung der DNA mit einem Gemisch aus DOTAP, Tween80 und Protamin
bereits 1/10 der entsprechenden i.m. verabreichten DNA-Menge ausreicht, um ebenso effiziente
humorale Immunantworten zu induzieren, wie nach i.m Immunisierung nackter Plasmid-DNA.
Obwohl, wie mehrfach bestätigt wurde, eine i.v. Applikation der Plasmid-DNA aufgrund ihrer
geringen Halbwertszeit im Blut als DNA-Immunisierungsroute ungeeignet ist, wurden die
höchsten Gag-spezifischen AK-Titer nach i.v. Immunisierung von DNA-Lipid Komplexen induziert
(1:1Mio.). Auch nach i.v. Injektion eines mit Lipiden komplexierten Reporterkonstrukts konnte
nach 24h eine Genexpression in der Lunge nachgewiesen werden. Die beobachtete
Lymphadenopathie der Milz in mit DNA-Lipid Komplexen i.v., i.m. bzw. s.k. immunisierten
Mäusen weist ferner auf hohe zelluläre Immunreaktionen hin. Der Vorzug der liposomalen
intranasalen oder oralen Verabreichung von DNA-Vakzinen liegt insbesondere in der Induktion
effizienter mukosaler Immunantworten (Gregoriadis et al., 1997; Eldridge et al., 1991; Jones et al.
1996 und 1997), welche mit Hilfe der üblichen, standardisierten Impfstoffstrategien nicht oder
bislang nur unzureichend induziert werden konnten (Lehner et al., 1992). Insbesondere für eine
HIV/AIDS-Vakzine ist aufgrund der sexuellen Übertragung des Virus, eine effiziente mukosale
Immunanwort, charakterisiert durch Antigen-spezifische sekretorische IgA und IgG Antikörper
sowie auch zelluläre Immunreaktionen in der Mukosa, von großer Bedeutung. (Ishii et al., 1997;
Okada et al., 1997; Klavinskis et al., 1997).
D.2.2.5 DNA-Vakzine versus Immunisierung Virus-ähnlicher Partikel (VLPs)
Wie bereits von anderen Modellbeispielen, wie z.B. Hepatitis B Virus bekannt ist, sind
partikuläre, Lipid-haltige Antigenaggregate hoch-immunogen und besitzen ferner
immunstimulatorische Eigenschaften in vivo (Schirmbeck et al. 1994). Auch das kovalent in der
Plasmamembran verankerte Pr55gag-Polyprotein ist in der Lage Virus-ähnliche Partikel (VLPs) in
eukaryontischen Zellen und Insektenzellen auszubilden (Gheysen et al., 1989; Smith 1990;
Wagner et al. 1992). In den vergangenen Jahren konnten in unterschiedlichen Tiermodellen, wie
z.B. Kaninchen, Balb/c-Mäusen und Primaten (Macaca fascicularis) gezeigt werden, daß die
Verabreichung von Pr55gag-VLPs, welche aus dem Überstand von mit rekombinanten Baculoviren
infizierten Insektenzellen aufgereinigt worden waren, effiziente Gag-spezifische humorale als auch
zelluläre Immunantworten induzieren (Wagner et al., 1992, 1994 und 1996; Deml et al. 1997;
Notka et al., 1999).
132
D.2.2.5.1 Der Vorteil von „DNA-Prime/Protein-Boost“ Strategien
In der vorliegenden vergleichenden Studie konnte gezeigt werden, daß eine s.k.
Immunisierung mit 5µg aufgereinigter Pr55gag-VLPs signifikant höhere Gag-spezifische AK-Titer
induziert, als eine i.m. Immunisierung (Quadiceps) mit je 100µg Plasmid-DNA (Faktor 100).
Obwohl die Applikation der DNA-Vakzine in den Quadriceps Muskel generell um den Faktor 10-
100 ineffizienter ist und eine vergleichbare DNA-Immusierung des Schienbeinmuskels i.d.R.
durchschnittlich AK-Titer von 1:500.000-1.Mio. induziert, kann trotz dieser Ergebnisse davon
ausgegangen werden, daß die pc-syngag DNA-Immunisierung eine ebenso effiziente humorale
TH1-polarisierte Immunantwort induziert als eine Vakzinierung mit Pr55gag-VLPs. Verschiedene
„Prime/Boost“- Verfahren zeigten ferner, daß die durch DNA-Immunsierung initial induzierte
humorale Immunantwort durch eine Immunisierung mit Pr55gag VLPs wesentlich effizienter
gesteigert werden kann, als nach einer wiederholten Immunisierung mit Plasmid-DNA. Aufgrund
dieser und auch anderer Studien in verschiedenen Tiermodellen, gilt es als erwiesen, daß, nach
einer primären Immunisierung mit Antigen-kodierender Plasmid-DNA und einer Auffrischimpfung
mit rekombinanten Viren, wie z.B. Canarypox Virus oder MVA („modified Vaccinia Anakara“),
oder rekombinantem Protein, eine effizientere humorale und zelluläre Immunantwort in vivo
induziert werden, als durch eine entsprechende DNA/DNA bzw. Protein/Protein Vakzinierung
(Robinson 1999 und 2000; Amara et al., 2001; Melors et al., 1996; Qinn et al., 2000; Allen et al.,
2000; Ruitenberg et al., 2000; Letvin et al., 1997) Diese „DNA-Prime/Protein-Boost“ Verfahren
stellen aufgrund der erhöhten Immunogenität viraler Antigene eine vielversprechende
Immunisierungstrategie kombinierter HIV/AIDS-Vakzine Kandidaten dar.
D.2.2.5.2 Pr55gag-VLPs als Komponente eines kombinatorischen HIV/AIDS-
Vakzine Konzepts
Auch die Virus-ähnlichen Partikel selbst stellen eine interessante Komponente eines
HIV/AIDS-Vakzine Konzepts dar. So konnte in der vorliegenden Arbeit in vitro gezeigt werden,
daß naive Splenozyten nach Zugabe von VLPs Antigen-unspezifisch die TH1-Zytokine IFN-γ, IL-12
und IL-2, sowie IL-6 sezernieren. Ferner wurden durch die Ko-Immunisierung eines
Proteinfragmentes (CD) eines Gelbfiebervirus Antigens mit Pr55gag-VLPs die Antigen-spezifischen
AK-Titer um den Faktor 10 erhöht. Während die Immunisierung des Proteinfragmentes eine
eindeutige TH2-polarisierte Immunantwort induzierte, konnte durch Ko-Verabreichung von VLPs
eine Verschiebung der TH-Polarisierung (TH2→TH1) beobachtet werden. Dieser
immunstimulatorischen Eigenschaften der Pr55gag-VLPs in vitro und in vivo ähnelt dabei
denjenigen der CpG-ODNs: In beiden Fällen wird die Freisetzung TH1-spezifischer Zytokine
induziert, die wiederum ein Zytokinmileu in vivo generiert, welches die Induktion Antigen-
spezifischer zellvermittelter Immunantworten gegen virale Proteine stimuliert. Interessanterweise
wurden erst kürzlich die immunstimulatorischen Eigenschaften des Baculovirus Hüllproteins gp64
(„Interferon stimulating protein“; ISP), welches für die Fusion der viralen Lipidhülle mit der
Zytoplasmamembran und somit für die Infektion der Zielzelle verantwortlich ist (Blissard und
Wenz, 1992), beschrieben. In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, daß das
Baculovirus-spezifische Protein gp64 sowohl die Sezernierung von Typ I (IFN-α und IFN.β) als
auch Typ II (IFN-γ) Interferon in vitro und in vivo sowohl in murinen als auch in humanen Zellen
stimuliert (Gronowski et al., 1999), wodurch die induzierte Stimulation Antigen-spezifischer
Immunantworten nach Immunisierung  erklärt werden könnte (Heath und Playfair, 1992). Mit
Hilfe eines gp64-spezifischen monoklonalen Antikörpers (Hohmann und Faulkner, 1983;
Monsma und Blissard 1995) konnte das Baculovirus-spezifische, IFN-stimulierende Hüllprotein
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gp64 in den jeweiligen aufgereinigter Pr55gag-VLPs Proben nachgewiesen werden. Dabei könnte
es sich zum einen um Verunreinigungen der aufgereinigten Pr55gag-Partikel mit Baculoviren
ähnlicher Dichte handeln, da auch in gleicher Weise aufgereinigte Überstände von mit Wildtyp-
Baculoviren infizierten Insektenzellen das Hüllprotein in großer Menge nachzuweisen war.
Andererseits könnte das gp64 Hüllprotein ebenfalls ein integrierter Bestandteil der Lipidhülle der
VLPs und auf der Oberfläche exponiert sein. Ferner wurden auch gp64-spezifische Antikörper im
Serum von mit Pr55gag-Partikeln immunisierten Balb/c-Mäusen nachgewiesen. Zusammenfassend
verdeutlichen diese Ergebnisse die immunstimulatorischen Eigenschaften der Pr55gag-VLPs in vitro
und in vivo, zeigen jedoch zudem dessen Limitationen für die Verwendung als potentieller
HIV/AIDS-Impfstoff auf, da die zugrundeliegenden Komponenten und Mechanismen bislang nur
unzureichend identifiziert sind und eine Verunreinigung mit Baculoviren nicht ausgeschlossen
werden kann. Obwohl Baculoviren ausschließlich in Insektenzellen (Lepidoptera) replizieren
(McIntosh und Shamy 1980; Tjia et al., 1983; Volkman und Goldsmith 1983), sind sie in der Lage
auch eukaryontische Zellen zu infizieren und ihre DNA in den Zellkern einzubringen (Groner et
al., 1984; Tjia et al., 1983; Volkman und Goldsmith, 1983). Aus diesen Gründen ist eine
Zulassung der auf diese Weise aufgereinigten VLPs für humane Immunisierungsstudien fraglich.
Demgegenüber scheint die DNA-Immunisierung mit dem Kodon-optimiertem pc-syngag
Expressionskonstrukt ebenso effiziente humorale wie auch zelluläre Immunantworten zu
induzieren als die Pr55gag VLPs, so daß die Pr55gag DNA-Vakzine als eine optimale Alternative zur
der Immunisierung mit Pr55gag-VLPs angesehen werden kann.
D.2.2.6 Insertion zusätzlicher immunogener Polypeptide
Bereits bei der Entwicklung geeigneter Spaltvakzine oder Virus-ähnlicher Partikel wurde
versucht, zusätzliche Proteinfragmente zu integrieren und somit eine Vielzahl immunogener
Epitope bereit zu stellen, um auf diese Weise vielschichtigere Immunantworten zu induzieren
(Wagner et al., 1994 und 1997). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, daß durch
das Anfügen zusätzlicher für die HI-virale V3-Schleife des gp120 Moleküls kodierenden
Gensequenzen an die synthetische gag Sequenz weder die Expression, die Freisetzung Virus-
ähnlicher Partikel, noch die nach Immunisierung induzierte Gag-spezifische humorale und
zelluläre Immunantwort beeinflußt wird. Zudem konnte eine V3-spezifische CD8+ zytotoxische,
T-Zellantwort in vivo induziert werden. Da in anderen Studien entsprechende um die V3-Schleife
erweiterte Virus-ähnliche Partikel (AcB4) im Balb/c-Mausmodell ebenfalls V3-spezifische
Antikörper induzieren (V. Hermann, Diplomarbeit IMMH Regensburg), kann davon ausgegangen
werden, das nach DNA-Immunisierung von pc-syngagV3/IIIB ebenfalls V3-spezifische humorale
Immunantworten induziert werden können. Anhand dieses Beispiels konnte demonstriert
werden, daß durch die Integration zusätzlicher kodierender Gensequenzen, eine effiziente
Immunantwort induziert werden kann.
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D.3 Strategien zur Modulation und Optimierung des pc-syngag
Expressionsvektors
Wie bereits ausführlich diskutiert wurde, kann durch die Anpassung des Kodongebrauchs
viraler Gene an das von hochexprimierten Säugetiergenen die Proteinexpression in vitro und in
vivo gesteigert werden. Das HI-virale gag Gen stellt dabei mit Sicherheit ein besonderes Beispiel
dar, da die Wildtyp-RNA-Sequenzen cis-aktive Signale besitzen, die in Abwesenheit des viralen
Regulatorproteins Rev zur nukleären Degradation der pre-mRNA führen. Dennoch konnte auch
für andere HIV-spezifische (Haas et al., 1996; Vinner et al., 1998) und nicht HIV-spezifische
Antigene gezeigt werden, daß eine Optimierung des Kodongebrauchs zur Erhöhung der
Genexpression in vitro und der Immunogenität in vivo beiträgt (Stratford et al., 2000).
D.3.1 Modulation der zellulären Lokalisation und die Auswirkungen
auf die Immunogenität in vivo
Ebenso wie die zellulären Proteine sind auch die verschiedenen, HI-viralen Antigene in
unterschiedlichen Kompartimenten der Wirtszelle lokalisiert. Während die regulatorischen
Genprodukte, wie z.B. Rev und Tat nukleär lokalisiert sind, werden die Hüllproteine in das
Endoplasmatische Retikulum (ER) transloziert und über den sekretorischen Pathway auf die
zelluläre Oberfläche transportiert (gp120, gp41). Die HI-viralen Strukturproteine Gag und GagPol
werden ferner zielgerichtet an die Zytoplasmamembran transportiert und dort über einen
Myristylsäurerest kovalent verankert. Unter der Voraussetzung, daß die unterschiedliche
Kompartimentierung der Antigene deren Immunogenität in vivo beeinflußt, müßten demnach
Veränderungen der ursprünglichen zellulären Lokalisation in vivo die Immunantwort modulieren
können.
D.3.1.1 Die Pr55gag-Partikelfreisetzung in vivo hat keinen wesentlichen
Einfluß auf die Immunogenität der Gag-spezifischen DNA-Vakzine
In der vorliegenden Arbeit konnte übereinstimmend mit anderen Veröffentlichungen
gezeigt werden, daß eine singuläre Mutation des N-terminalen Gylzinrests (Gly2) von Gag die
Freisetzung von Virus-ähnlichen Partikeln inhibiert, da die Polyproteine nicht mehr myristyliert
und kovalent in der Zytoplasmamembran verankert werden können (Lee et al., 1998; Yuan et al.,
1993). Ferner wurde in den DNA-Immunisierungsstudien nachgewiesen, daß durch die Inhibition
der Partikelfreisetzung dennoch effizientere  Gag-spezifische AK-Titer und auch eine geringfügig
erhöhte ZTL-Antwort in vivo induziert werden konnte. Die Freisetzung Virus-ähnlicher Partikel in
vivo ist demzufolge keine essentielle Voraussetzung für die Effizienz und die TH1-Polarisierung der
Immunantwort einer Gag-spezifischen DNA-Vakzine. Obwohl der zugrundeliegenden
Mechanismus der Immuninduktion nur unzureichend bekannt ist, wäre es hierbei vorstellbar, daß
die erhöhte humorale und CD8+ ZTL-Antwort aufgrund der in vitro beobachteten Akkumulation
des myristylierungsdefekten Gag Proteins in direkt transfizierten APZ und einer infolge
gesteigerten, proteasomalen Degradation bzw. MHC-Klasse I Präsentation, zustande kommt.
Ferner könnte die Akkumulation großer Mengen in vivo exprimierten, myristylierungsdefekten
Gag Proteins direkt unterhalb der Zytoplasmamembran zu zytotoxischen Effekten und dadurch
zur Freisetzung löslicher Gag Protein aus lysierten, somatischen Zellen führen, wobei durch
„Cross-Priming“-Effekte, eine effizientere MHC-Klasse II restringierte, humorale Immunantwort
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induziert werden könnte.  In einer anderen Studie wurde ebenfalls beschrieben, daß der Verlust
der Partikelfreisetzung die Gag-spezifischen AK-Titer erhöht (Qui et al., 2000). Dennoch konnte
im Widerspruch zu der in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse eine gleichzeitige Reduktion der
CD8+ zytotoxischen T-Zellantwort (Faktor 2), trotz unveränderter, zellulärer Immunreaktionen,
wie z.B. Proliferation und IFN-γ Freisetzung nach in vitro Restimulation, nachgewiesen werden.
Eine mögliche Ursache dieser unterschiedlichen Ergebnisse könnte darauf zurückzuführen sein,
daß in der Studie von Qui et al., 2000 ein anderes DNA-Plasmid zur Expression eines
zytoplasmatisch lokalisierten Gag Proteins verwendet wurde, welches N-terminal um 6
Aminosäuren (MAARAR) erweitert wurde.
Abbildung D-3 Modell der Immuninduktion durch in vivo exprimierte, unterschiedlich lokalisierte HI-virale Antigene. Nach
i.m. Immunisierung der verschiedenen DNA-Plasmide, wird das in somatischen Zellen (Muskelzellen) exprimierte Pr55gag in
Form von Virus-ähnlichen Partikeln freigesetzt. Diese exogenen, partikulären Antigenstrukturen induzieren nach Aufnahme
durch APZ eine MHC-Klasse I vermittelte Immunantwort. Direkt transfizierte APZ können intrazelluläres Pr55gag sowohl
MHC-Klasse I als auch MHC-Klasse II präsentieren, obwohl die intrazelluläre Menge im Vergleich zu dem
myristylierungsdefektem Pr55gag Protein gering ist. Das myristylierungsdefekte Pr55gag wird vermutlich aufgrund der
Zytotoxizität von den Muskelzellen freigesetzt und als exogenes, lösliches Protein von APZ endozytiert (MHC-Klasse II
restringierte Immunantworten). Direkt transfizierte APZ zeigen aufgrund der erhöhten intrazellulären Konzentration des
Pr55gagMyr-Proteine, neben einer MHC-Klasse II Präsentation, eine erhöhte MHC-Klasse I Präsentation viraler Antigene.
Das intrazelluläre Kapsidantigen ist weniger zytotoxisch und wird deswegen in geringen Mengen von den Muskelzellen
freigesetzt, während direkt transfizierte APZ aufgrund der vorwiegend zytoplasmatischen Lokalisation des Kapsidantigens
eine gegenüber der alternativen MHC-Klasse II Präsentation, eine verstärkte MHC-Klasse I Präsentation viraler Antigen
aufweisen.
D.3.1.2 Das zytoplasmatisch lokalisierte Kapsidantigen erhöht die p24-
spezifische CD8+ zytotoxische T-Zellantwort in vivo
In der vorliegenden Arbeit konnte ferner gezeigt werden, daß nach i.m. Immunisierung
eines DNA-Plasmids, welches für das zytoplasmatische 24kDa-Kapsidprotein, einem Bestandteil
des Pr55gag Polyproteins, kodiert (pc-synp24), eine ebenso effiziente Gag-spezifische humorale
Immunanwort als auch eine erhöhte CD8+ zytotoxische T-Zellantwort induziert wird, als nach
Immunisierung der für die partikulären bzw. myristylierungsdefekten Gag Polyproteine
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kodierenden Expressionskonstrukte. Die im Vergleich zum ebenfalls intrazellulär lokalisiertem Gag
Polyprotein beobachtete Reduktion der Gag-spezifischen AK-Titer (Faktor 2) könnte entweder auf
eine verringerte Anzahl immunogener B-Zellepitope oder einer verminderten Zytotoxizität und
infolgedessen reduzierte „Cross-Priming“ Effekte durch freigesetztes Antigen zurückgeführt
werden. Obwohl bekannt ist, daß die nach i.m. DNA-Immunisierung induzierten Gag-
spezifischen Antikörper vornehmlich gegen die p24-Region gerichtet sind (Qiu et al., 2000), wäre
es dennoch vorstellbar, daß zusätzliche TH-Zellepitope außerhalb dieser Region, die p24-
spezifische Immunantwort erhöhen könnten. Dieser Umstand könnte ebenfalls die Ursache dafür
sein, daß trotz erhöhter ZTL-Antwort, die allgemeinen, zellulären Immunreaktionen nach in vitro
Restimulation der Splenozyten aus mit pc-synp24 immunisierten Versuchstieren mit
verschiedenen „Recall“-Proteinen signifikant reduziert waren.
D.3.1.3 Zielgerichteter Transport HI-viraler Antigene in das ER:
Immunogenität sekretorischer Antigene
Unter der Voraussetzung, daß „Cross-Priming“-Effekte eine wichtige Rolle bei der Induktion
einer initialen Immunantwort besitzen, müßten demnach sekretorische Proteine eine effizientere
humorale Immunantwort induzieren, als zytoplasmatisch lokalisierte Antigene. Inwieweit sich
Modulationen der intrazellulärer Kompartimentierung auf die Immunogenität in vivo auswirken,
wurde in der vorliegenden Arbeit durch das Anfügen einer N-terminalen ER-Signalsequenz an das
jeweilige HI-virale Antigen untersucht.
D.3.1.3.1 Generierung sekretorischer HI-viraler Antigene
Die verschiedenen, N-terminalen Signalsequenzen der sekretorischen Proteine und
Plasmamembranproteine eukaryontischer Zellen sind i.d.R. 13-36 AS lang und besitzen einen
zentralen hydrophoben Bereich (z.B. Leucin, Valin, Isoleucin), eine N-terminale positiv geladenen
Aminosäure (z.B.: Arginin, Lysin), sowie eine C-terminale, stark polare Abspaltungsequenz, wobei
an Position –3 und –1 zumeist Alanin, aber auch Cystein, Threonin, Serin und Glycin zu finden
sind. Diese Signalsequenz ermöglicht die ko-translationale Translokation des Proteins in das ER.
Anschließend wird das Signalpeptid, welches als „Transfer-Start“-Signal dient und bislang im
membrangebundenen Translokalisationskomplex verblieb, durch eine ebenfalls
membrangebundene Alanin-spezifische Signalpeptidase abgespalten.
In der vorliegenden Arbeit wurden verschiedene Expressionskonstrukte generiert, die für
das Polyprotein Pr55gag, das myristylierungsdefekte Pr55gag sowie das Kapsidantigen p24KA
kodieren, welche N-terminal ein 16 AS umfassendes Signalpeptid des 19kDa E3 Proteins, einem
adenoviralen (Ad2), ER-lokalisiertem Virulenzfaktor, tragen (MRYMILGLLALAAVCSA/A). Diese
Signalpeptid wurde, wie auch das des zellulären, 21 AS umfassenden Plasminogen Aktivator
Proteins (tPA, „tissue plasminogen activator“: MDAMKRGLCCVLLLCGAVFVSA/R) (Shiver et al.,
1996; Heile et al., 2000; Lu et al., 1995; Li et al., 1999) bereits in anderen Studien zur
Modifikation von Proteinen verwendet (Snyder et al., 1994; Fu et al., 1998). Wie in der
vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte, ist die Expressionsrate aller Fusionsproteine sowohl in
vitro wie auch in vivo erhöht. Es ist vorstellbar, daß durch den Fusionsanteil die
Translationseffizienz aufgrund „günstigerer“ Sekundärstrukturen an der Initiationsstelle erhöht
wurde. Insbesondere G/C-reiche Sequenzen, wie sie vor allem in synthetischen Genen
vorkommen, bilden vielfach ausgeprägte Sekundärstrukturen aus, wodurch die
Translationsinitiation reduziert wird (Kozak et al., 1986, 1989, 1991 und 1994). Weiterhin wurde
demonstriert, daß HI-virale Antigene, welche eine ER-Signalsequenz besitzen, mit dem
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Markerprotein des Endoplasmatischen Retikulums, Calnexin, ko-lokalisieren, und zudem als
Sekretproteine in den Überstand sezerniert werden. Im Gegensatz zum sekretorischen 24kDa
Kapsidantigen konnten für die Pr55gag Polyproteine zwei dominante, sekretorische Gag Isoformen
detektiert werden. Die Hypothese, daß es sich hierbei ausschließlich um das Pr55gag Protein mit
(55kDa + 2kDa) bzw. ohne Signalpeptid (55kDa) handelt ist aufgrund der molekularen
Größenunterschiede unwahrscheinlich. Interessanterweise, konnte innerhalb der p17MA-Domäne
(119-123aa.) eine N-Glykosylierungsstelle [NKSKK] (Marshall et al. 1972) identifiziert werden.
Eine partielle Glykosylierung des Gag Proteins würden die Beobachtungen erklären. Die
Akkumulation der höher-molekularen Gag-Isoform während der Inhibition der Sekretion
unterstützt diese These, da möglicherweise aufgrund der Retention der Proteine im ER die
Wahrscheinlichkeit einer N-Glykosylierung erhöht wird. Zusammenfassend konnte gezeigt
werden, daß alle rekombinanten und modifizierten HI-viralen Antigene als Sekretproteine von
den Zellen freigesetzt werden, wobei nicht ausgeschlossen werden kann, daß eine Anteil der
55kDa-Vorläuferproteine zusätzlich post-translational, wie z.B. durch N-Glykosylierung, im ER
modifiziert wird.
D.3.1.3.2 Sekretorisches p24KA induziert eine TH2-polarisierte Immunantwort in
vivo
In der vorliegenden Arbeit konnte in den Immunisierungsstudien gezeigt werden, daß die
Sekretion des 24kDa HI-viralen Kapsidantigen (sc-p24KA) zwar zu einer geringfügigen Erhöhung
Gag-spezifischer AK-Titer führt, jedoch dabei eine, im Vergleich zu dem zytoplasmatisch
lokalisiertem p24KA (zy-p24KA), um 50% reduzierte CD8+-zytotoxische T-Zellantwort induziert. Die
ebenfalls beobachtete, reduzierte IFN-γ Sekretion nach in vitro Restimulation der Splenozyten,
weist auf drastisch verringerte zelluläre Immunreaktionen hin, die, wie ebenfalls gezeigt wurde,
auf einer Verschiebung der TH-Polarisierung („TH1→TH2 Shift“) begründet sind. Dieses Ergebnis
korreliert mit dem gegenwärtigem Modell der Immuninduktion, daß die von somatischen Zellen
freigesetzten, sekretorische Antigene durch „Cross-Priming“ Effekte ein MHC-Klasse II restringierte
Immunantwort induzieren und die MHC-Klasse I Präsentation in direkt transfizierten APZ
aufgrund ihrer ER-Lokalisation reduziert ist (Wang et al., 1999)).
D.3.1.3.3 Sekretorisches Gag Protein induziert eine effiziente TH2-polarisierte
humorale und zelluläre Immunanwort
Auch das in vivo exprimierte, sekretorische Gag Protein (sc-Pr55gag) induziert im Gegensatz
zum zytoplasmatischem (zy-Pr55gag) bzw. partikulärem Gag (pa-Pr55gag), eine TH2-polarisierte
Immunantwort, die durch eine Erhöhung Gag-spezifischer AK-Titer charakterisiert ist. Allerdings
konnte keine Reduktion der p24-spezifischen CD8+-zytotoxischen T-Zellantwort nchgewiesen
werden. Obwohl in der von Qiu et al., (2000) veröffentlichten Arbeit ebenfalls ein „TH1→TH2
Shift“ für das in vivo exprimierte, sekretorische Pr55gag Protein beschrieben wurde, waren, neben
der humoralen Immunantwort auch die zellulären p24-spezifischen T-Zellreaktionen, gegenüber
dem zytoplasmatischen Gag-Protein um das 2-3fache erhöht. Dabei ist nach der gegenwärtigen
Meinung, eine deutlich erhöhte ZTL-Anwort in keinster Weise mit der beobachteten TH2-
polarisierten Immunantwort zu vereinbaren. Demgegenüber konnten, in Übereinstimmung mit
den in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse, auch andere Arbeitsgruppen zeigen, daß die nach
DNA-Immunisierung in vivo exprimierten sekretorischen Antigene eine Erhöhung der TH2-
polarisierten, humoralen Immunantwort, geprägt von einer reduzierten IFN-γ Sekretion der
Immunzellen der Milz und des Lymphknotens, zur Folge haben (Lewis et al., 1999).
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D.3.1.3.4 Das Syntheseprodukt der internen Translationsinitation p40* ist essentiell
für die Induktion einer p24-spezifischen CD8+ ZTL-Antwort
In eukaryontischen Zellen wird die Translation der mRNA gewöhnlich an demjenigen AUG
Kodon (Met1) initiiert, welches dem 5‘-Ende am nächsten liegt („first AUG rule“). Die Effizienz
dieser, von der am 5‘-Ende befindlichen 7-Methylguanosinum-Kappe abhängigen
Translationsinitiation ist dabei im wesentlichen von der Länge des nicht-kodierenden Bereichs
(i.d.R. ca. 50-100 nt.), der Ausprägung von mRNA-Sekundärstrukturen in dem den
Translationsstart umgebenden Bereich, sowie von einer definierten Konsensus-Sequenz in direkter
Umgebung des Startkodons („Kozak-Sequenz“) abhängig. In einigen Fällen jedoch kann diese
Regel gebrochen, und die Translation an einem anderer AUG Kodon initiiert werden. Neben der
Reinitiation und dem Überlesen des ersten AUG Kodons („leaky scanning“) bei dicht
aufeinanderfolgenden Initiationskodons (Kozak et al., 1987 und 1995), können auch internen
Bindestellen für die 40S ribosomale Untereinheit („ internal ribosomal binding site“ (IRES)) eine
alternative Translationsinitiation initiieren. Erst kürzlich wurde eine solche IRES innerhalb der für
das p24-Kapsidprotein kodierenden Region (ATG142) identifiziert, die eine Cap-mRNA
unabhängige Translationsinitiation gewährleistet, und infolgedessen zur Expression einer
verkürzten, zytoplasmatischen 40kDa Gag-Isoform (p40*) führt (Buck et al., 2001).
In der vorliegenden Arbeit konnte ebenfalls durch Mutation des internen AUG Startkodons
(Met142→Cys142) innerhalb der Sequenz des sekretorischen Gag Proteins, die potentielle IRES
zerstört, und die Expression eines ca. 40kDa-umfassenden, zytoplasmatisch lokalisierten Gag-
spezifischen Proteins in vivo inhibiert werden (sc-Pr55gag∆1/142). Der Verlust des
Syntheseprodukte p40* führt zu einem nahezu vollständigem Verlust der p24-spezifischen CD8+
T-Zellantwort sowie zu einer reduzierten IFN-γ Sekretion in vitro restimulierter Splenozyten in mit
dem entsprechendem Expressionsvektor immunisierten Mäusen. Demzufolge, trägt das
zytoplasmatische p40* Protein (KA-p2-NC-p2-LI) wesentlich zur Induktion der p24-spezifischen
CD8+ zytotoxischen T-Zellantwort des Gag Proteins in vivo bei. Im Gegensatz dazu hatte eine
entsprechende Mutation innerhalb des sekretorischen Kapsidproteins, keine weitere, signifikante
Auswirkung auf die Expression und die Immunogenität des p24KA-Sekretproteins. Die
unterschiedliche Entfernung des internen AUG Kodons von dem Cap-abhängigen ersten
Startkodon der Translation (Sc-Pr55gag: 270 nt./ sc-p24KA: 84 nt.) könnten diesen unterschied
erklären, wobei möglicherweise die IRES innerhalb der p24-spezifischen mRNA weniger effizient
in vivo genutzt wird, als die IRES der Gag-spezifischen RNA. In der bereits zuvor erwähnten Studie
von Qiu et al. (2000) wurden keine voll-synthetischen, sondern lediglich partiell synthetische
Rev/RRE-unabhängige Gag Expressionskonstrukte, welche zudem alle in unmittelbarer Nachfolge
des AUG1 das ursprüngliche Startkodon besitzen, verwendet. Dadurch ist die veröffentlichte
Studie nicht unbedingt vergleichbar, mit den in dieser Arbeit durchgeführten Experimenten.
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, daß die in vivo Expression eines artifiziellen,
sekretorische Antigens, in ähnlicher Weise wie eine Spaltvakzine, generell TH2-polarisierte
Immunantworten, charakterisiert durch, im Vergleich zu zytoplasmatischen und partikulären
Antigenen, erhöhte AK-Titer und verringerter zellulärer Immunantworten generiert. So induziert
z.B. auch ein durch DNA-Immunisierung in vivo exprimiertes, sekretorisches FrC Protein des
Tetanus Toxins, eine ebenso effiziente humorale Immunantwort, wie das Toxoid selbst (Rice et
al., 1999). Auch andere Studien bestätigten, daß die Expression sezernierter Proteine im Vergleich
zu zellulär assoziierten Antigenen, wie z.B. zytosolische Proteine oder Membranproteinen, höhere
Antigen-spezifische AK-Titer in vivo induziert, und infolgedessen selbst mittels DNA-Vakzinierung
eine TH2-polarisierte Immunantwort induziert werden kann (Lewis et al., 1999; Rice et al., 1999;
Heile et al., 2000). Für die Entwicklung einer DNA-Vakzine, die in erster Linie eine effiziente
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zelluläre Immunantwort induzieren soll, ist diese Methode der Modifikation allerdings ungeeignet.
Das HI-virale 55kDa Gag Protein bildet dabei aufgrund einer internen IRES, welche für die
Expression einer immunogenen, intrazellulären p40* Isoform verantwortlich ist, eine Ausnahme,
da nach i.m. Immunisierung der für das sekretorische Gag Protein kodierenden Plasmid-DNA,
trotz Induktion einer typischen TH2-polarisierten Immunantwort, die p24-spezifische CD8+-
zytotoxische T-Zellantwort unverändert bleibt.
Abbildung D-4 Hypothetischer Mechanismus der Immuninduktion durch sekretorisches 55kDa Gag Protein und 24kDa
Kapsidprotein. Direkt transfizierte somatische Zellen, wie z.B. Muskelzellen sezernieren große Mengen lösliches Antigen,
welches von Antigen-präsentierenden Zellen aufgenommen wird (Cross-Priming) und eine typische MHC-Klasse II
restringierte TH2-polarisierte Immunantwort induziert. Direkt transfizierte APZ können Sekretproteine nachweislich nur sehr
ineffizient prozessieren und MHC-Klasse I und MHC-Klasse II restringiert präsentieren, so daß Sekretproteine im
allgemeinen nur eine sehr geringe zelluläre Immunantwort induziert. Durch die interne Translationsinitiationsstelle (IRES)
innerhalb der gag kodierenden mRNA werden allerdings gleichzeitig zytoplasmatische p40* (KA-p2-NC-p1-LI) Isoformen
synthetisiert, welche als Quelle MHC-Klasse I restringierter p24-spezifischer Immunantworten dienen.
D.3.2 „Minigen-Immunisierung“: Induktion einer Epitop-spezifischen
CD8+ zytotoxischen T-Zellantwort in vivo
Minigene sind kurze, für isolierte immunogene Epitope kodierende Genkassetten, welche
sich ursprünglich von der Peptid-Vakzinierung abgeleitet haben (zur Übersicht: An und Whitton,
1999). Im Tiermodell konnte durch die Vakzinierung mit Minigenen, welche nicht nur für ein
einziges Epitop (= monovalente Minigene), sondern auch für bis zu 10 verschiedene, direkt
aneinandergereihte TH,- ZTL,- und B-Zellepitope kodieren können (=multivalente Minigene;
„Polytop“), ein Schutz vor Infektion mit dem entsprechendem viralen bzw. bakteriellen
Krankheitserreger, induziert werden. Nachweislich ist eine Vakzinierung mit rekombinanten
Vakzinia-Vektoren (rVV) hierfür wesentlich effizienter als die Immunisierung nackter Plasmid-
DNA. (Klavinskis et al., 1990; Del Val et al., 1991; Whitton et al., 1993; An et al., 1997; Yu et al.,
1998; Shurbier, 1997).
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D.3.2.1 Induktion einer isolierten zytotoxischen T-Zellantwort
Die Präsentation immunogener Epitope, komplexiert mit MHC-Klasse I Molekülen, auf der
Oberfläche von APZs, setzt eine proteasomale Degradation intrazellulärer Antigene sowie einen
TAP-abhängigen Transport (TAP; „transporters associated with antigen processing“) in das ER
voraus (zur Übersicht: Rock und Golberg., 1999; Yewdell und Bennink, 1999). Während der
murine TAP-Transporter, unabhängig von der Größe des Peptids, eine Präferenz für hydrophobe
C-Termini (I, L, V, F) besitzt, werden dagegen in humanen Zellen sowohl Peptide mit
hydrophoben als auch mit positiv (K, R) geladenen, C-terminalen Aminosäureresten TAP-abhängig
in das ER transportiert. Während das Peptid C-terminal bereits mit dem ER-ständigem MHC-
Klasse I Molekül assoziiert ist, spaltet eine ER-ständige Aminopeptidase selektiv den N-Terminus
der Peptide, so daß auf diese Weise exakte Nonamere generiert werden, die zu einer erhöhten
Stabilität der MHC-Klasse I/Peptid Komplexe führen („C-end rule“) (Yewdell et al. 1998; Snyder
1994 und 1998).
In der vorliegenden Arbeit konnte im Balb/c-Mausmodell demonstriert werden, daß die i.m.
Immunisierung monovalenter Minigene, welche für das p24-spezifisches ZTL-Epitop A9Ip24/1 bzw.
das V3-spezifische ZTL-Epitop R10IV3/IIIB kodieren, die aufgrund einer N-terminalen ER-
Signalsequenz ko-translational in das Lumen des ERs transloziert werden, eine Epitop-spezifische
und isolierte CD8+ zytotoxische T-Zellantwort in vivo induziert. Ferner wurden hierbei keine
spezifischen Antikörper nachgewiesen (Iwasaki et al., 1998). Seit langem ist bekannt, daß durch
das Anfügen einer ER-Signalsequenz, unabhängig von der Immunisierungsroute (i.m., i.d. (gene
gun)), eine wesentlich effizientere ZTL-spezifische Immunreaktion gegen ein isoliertes Epitop
induziert wird, als gegen ein entsprechendes, zytoplasmatisch lokalisiertes Epitop (Restifo et al.,
1995; Rodrigues et al., 1994; Ciernik et al., 1996; Iwasaki et al., 1998, Rodriguez et al., 1998).
Dadurch kann aufgrund einer direkten, TAP-unabhängigen Translokation immunogener Epitope,
eine nachweislich größere Anzahl von MHC-Klasse I Komplexen auf der Oberfläche präsentiert
werden (Yewdell et al. 1998). Auch eine durch Ubiquitin-Modifikationen induzierte proteasomale
Degradation erhöht nachweislich die MHC-Klasse I Präsentation, und infolge die Immunogenität
der Minigene in vivo (Rodriguez et al., 1998). Dennoch bleibt fraglich, welche Modifikationen für
monovalente und welche für multivalente Minigene besser geeignet sind. Da auch ER-ständige
Proteine bzw. Polypeptide nach einem retrogarden Transport in das Zytoplasma, Ubiquitin-
abhängig proteasomal degradiert werden (zur Übersicht: Sommer und Wolf, 1997; Plemper und
Wolf, 1999), und infolgedessen die Präsentation immunogener ZTL-Epitope dennoch TAP-
abhängig ist (Bacik et al., 1997) wäre es denkbar, daß eine durch Ubiquitin-Modifikation
gewährleistete, rasche zytoplasmatische Degradation multivalenter Peptide (>10 Epitope) eine
effizientere Immunantwort induziert, als ein direkter Transport der Polytope in das ER. Auf der
anderen Seite wäre ein TAP-unabhängiger, direkter ko-translationaler Transport für monovalente
Minigene sinnvoller. Die Beteiligung spezieller Proteasen, wie z.B. der Ntn-Hydrolasen („N-
terminal nucleophile hydrolases“) des Proteasoms und ER-ständiger Peptidasen, an der
Generierung immunogener MHC-Klasse I Epitope, impliziert die Bedeutung von Epitop-
flankierenden Sequenzen (Holzhutter et al., 1999; Theobald et al., 1998, Yellen-Shaw et al.,
1997; Gileadi et al., 1999, Neisig et al., 1995; Eggers et al. 1995; Del Val et al., 1991; Beekman
et al., 2000). So konnte erst kürzlich im Mausmodell gezeigt werden, daß insbesondere die
Immunogenität multivalenter Minigene durch das Einfügen einer definierten „Spacer“-Region (-
AAY-) zwischen den einzelnen Epitopen, gesteigert wird (Velders et al., 2001).
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D.3.2.2  Immundominanz HI-viraler Epitope
Seit langem ist bekannt, daß es hinsichtlich der Immunogenität zwischen verschiedenen
Epitopen wesentliche Unterschiede gibt (zur Übersicht: Yedwell und Bennink 1999). So konnte
z.B. für des Nukleoprotein (NP) von Influenza gezeigt werden, daß über 2.000 Kopien des Epitops
NP50-57, jedoch nur 30 Kopien des Epitops NP147-155 mit MHC-Klasse I Molekülen auf der
Oberfläche komplexiert sind (Yewdell et al., 1998). Dafür sind u.a. die Spezifität proteasomaler
Degradation und des TAP-Transports verantwortlich, wodurch bereits die Anzahl möglicher
Peptide im ER reduziert wird (Yellen-Shaw et al., 1997). Ferner besitzen die Peptide variablen
Bindungsaffinitäten zu den MHC-Klasse I Molekülen (Kd=50-500nM). Aufgrund des individuell,
begrenzten T-Zellrezeptor Repertoires, ist all dies dennoch nicht die Voraussetzung für die
Aktivierung und Induktion spezifischer CD8+ zytotoxischer T-Zellen. Die dadurch vorherrschende
Hierarchie einzelner Epitope macht eine Unterscheidung zwischen immundominanten und
immunrezessiven Epitopen möglich, wobei effiziente T-Zellantworten gegen immundominante
Epitope, eine Immunantwort gegen immunrezessiven Epitope, unterdrücken können. Sowohl das
murine V3-spezifische ZTL Epitop R10IV3/IIIB (H-2Dd) als auch das p24-spezifische Epitop A9Ip24/1
(H-2Kd) sind als immundominante Epitope bekannt (Takahashi et al. 1988, Sastry et al., 1992;
Selby et al., 1997).
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, daß die in vivo Expression der jeweiligen
immundomianten Epitope, A9Ip24/1 und R10IV3/IIIB, in beiden Fällen eine isolierte, Epitop-
spezifische CD8+-zytotoxische T-Zellantwort in vivo induziert. Dabei scheint das V3-spezifische
Epitop gegenüber dem p24-spezifischen Epitop immunogener zu sein. Befinden sich die
genannten Epitope allerdings im Kontext des Pr55gagV3 Proteins, so ist die in vivo induzierte ZTL-
Antwort gegen das p24-spezifische A9Ip24/1 Epitop effizienter als gegen das V3-spezifische Epitop
R10IV3/IIIB. Diese Ergebnis läßt vermuten, daß das V3-spezifische Peptid R10IV3/IIIB, trotz erhöhter
Immunogenität, wesentlich ineffizienter proteolytisch generiert wird, als das p24-spezifische
Peptid A9Ip24/1. Im Gegensatz dazu konnte gegen das zweite p24-spezifische Epitop E10Fp24/1 nur
durch in vivo Expression des komplexen Antigens eine effiziente, dennoch im Vergleich mit dem
A9Ip24/1-Peptid reduzierte, ZTL-spezifische Immunantwort induziert werden. Seit langem ist
bekannt, daß die Induktion einer effizienten CD8+ zytotoxischer T-Zellantwort von der Hilfe
CD4+ T-Zellen abhängt (Bennett et al., 1997; Reimann und Schirmbeck, 1999). Dennoch scheint
aufgrund der dargestellten Ergebnisse zumindest für immundominante Epitope, eine TH-
unabhängige Induktion CD8+ zytotoxischer T-Zellantworten möglich zu sein. Interessanterweise,
wurden innerhalb des um einige Aminosäuren erweiterten R10IV3/IIIB-Peptids bzw. E10Fp24/1-
Peptids ebenfalls TH-Epitope nachgewiesen (Takahashi et al., 1990, Nakamura et al., 1997), so
daß zumindest für vereinzelte ZTL-Epitope eine gleichzeitige Induktion CD4+-TH Zellen denkbar
wäre. Weiterhin könnte das abgespaltenen adenovirale Signalpeptid, oder das ebenfalls in vivo
exprimierte Resistenzantibiotika Neomycin eine mögliche Quelle wichtiger TH-Epitope sein.
Insbesondere im Hinblick auf die Entwicklung von Impfstoffen gegen regulatorische und toxische
Genprodukte viraler und bakterieller Virulenzfaktoren, würden multivalente Minigene einen
großen Sicherheitsvorteil bieten. Ferner könnte durch die Ko-Verabreichung monovalenter
Minigene oder durch gezielte „Prime/Boost“-Verfahren mit rVVs oder Proteinantigenen, gezielt
CD8+-spezifische Immunreaktionen gegen ausgewählte, immunogene MHC-Klasse I restringierte
Epitope induziert bzw. erhöht werden (Hanke und McMichael, 1999; Hanke et al. 1999).
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D.3.3 Entwicklung einer CD8+ T-Zell DNA-Vakzine: Optimierung der
MHC-Klasse I Präsentation durch Modulation der Antigene
Die Eliminierung infizierter Zellen durch CD8+ zytotoxische T-Zellen verringert
nachweislich die Viruslast in vivo. Aus diesem Grund ist bei der Entwicklung eines effizienten
HIV/AIDS-Impfstoffes insbesondere die Induktion Antigen-spezifischer CD8+ zytotoxischer T-
Zellen von Bedeutung (Schmitz et al., 1999; Quiros et al., 2000, Severino et al., 2000). Die
Induktion spezifischer CD8+ zytotoxischer T-Zellen erfolgt über die „Erkennung“ antigener
Peptide komplexiert mit MHC-Klasse I Molekülen auf der Oberfläche Antigen-präsentierender
Zellen durch den T-Zellrezeptor (TCR) und das CD8 Molekül. Ko-stimulatorische Interaktionen
zwischen weiteren Membranproteinen, wie z.B. CD2/LFA-3; LFA-1/ICAM-1 stimulieren die ZTL-
Aktivität. I.d.R. werden die präsentierten Peptide durch proteasomale Degradation intrazellulärer
viraler oder bakterieller Antigene generiert und komplexieren nach dem TAP-abhängigem
Transport in das Endoplasmatische Retikulum mit den MHC-Klasse I Molekülen (zur Übersicht:
Rock und Golberg, 1999; Yewdell und Bennink, 1999).
Einige Arbeitsgruppen konnten bereits im murinem Tiermodell zeigen, daß durch eine
Antigen-spezifische Erhöhung intrazellulärer Degradationsprozesse, die CD8+ zytotoxische  T-
Zellantwort aufgrund einer gesteigerten MHC-Klasse I Präsentation, signifikant erhöht werden
kann, während gleichzeitig eine Reduktion der humoralen Immunantwort beobachtet wurde. Zu
diesem Zweck wurden Expressionsvektoren bzw. rekombinante Vakzinia Viren (rVV) generiert,
welche für verschiedene Ubiquitin/Antigen-Fusionsproteine kodierten. Dabei wurde sowohl durch
die Inhibition der Ubiquitin-Abspaltung (z.B. GA/XX) (zur Übersicht: Hershko und Ciechanover.
1998; Bonifacio und Weissman, 1998, Hochstrasser, 1996), als auch aufgrund der Exposition
einer N-terminalen destabilisierenden Aminosäure, wie z.B. Arginin (Bachmeir et al, 1986;
Varshavsky et al., 1987) nach Abspaltung des Ubiquitin Anteils (GG/R), eine drastische Verkürzung
der Halbwertszeit der β-Galactosidase (Wung und Kipps, 1997), des LCMV („lymphocytic
choriomeninigits virus“)-Nukleoproteins (Rodriguez et al., 1997), des HIV-1 Nef Proteins (Toberx
und Siliciano, 1997 und 1999) und des MPT56 Antigens von Mycobacterium tuberculosis (Delogu
et al., 2000), beobachtet. In den meisten Fällen konnte die Expression des jeweiligen,
„destabilisierten“ Antigens ausschließlich in Anwesenheit von Inhibitoren der proteasomalen
Degradation, wie z.B. Lactacystin und Calpain Inhibitoren I (ALLN) (Craiu et al., 1997; Cerundolo
et al., 1997, Bai und Forman, 1997), nachgewiesen werden. In der vorliegenden Arbeit wurde
allerdings mittels der in der Literatur beschriebenen Modifikationen keine Reduktion der
Halbwertszeit des HI-virale 55kDa Gag Proteins erzielt. In der Literatur existieren bislang zwei
weitere Beispiele, bei denen die genannten Modifikationen des Nukleoproteins (NP) von
Influenza (Fu et al., 1998) bzw. dem Kapsidprotein von HCV (Vidalin et al., 1999) ebenso keinen
Einfluß auf die Degradation in vitro bzw. die Immunogenität in vivo besitzen. Da in den
beschriebenen Fallbeispielen eine durchschnittliche Reduktion der Halbwertszeit auf <2-15min
beschrieben wurde, die ermittelte Halbwertszeit des HIV-1 Gag Proteins allerdings, unabhängig
von den Ubiquitin-Fusionen oder destabilisierenden N-terminalen Aminosäuren, >12-20h
beträgt, kann gefolgert werden, daß das Gag Strukturprotein in vivo äußerst stabil ist und auf eine
bislang unbekannte Weise einer Ubiquitin-abhängigen Degradation entgegenwirkt.
In mehreren Studien konnte gezeigt werden, daß das C-terminale PEST-Degron (Rogers et
al. 1989) der murinen Orntihin-Decarboxylase (mODC), welches eine konstitutives, Ubiquitin-
unabhängiges Degradationssignal darstellt (Ghoda et al., 1990; Loetscher et al., 1991; Huibregtse
et al., 1995; Rechensteiner und Rogers, 1996, Hayashi und Murakami, 1995; Murakami et al.,
1992; Rosenberg-Hasson et al., 1991), ein auf andere Proteine übertragbares Element darstellt,
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und die Halbwertszeit ursprünglich stabiler Proteine, wie z.B. der ODC von Trypanosoma brucei
(Ghoda et al., 1990), der Dehydrofolat-Reduktase DHFR (Loetscher et al., 1991) oder des EGFP
(„enhanced green fluorescence protein“) (Li et al., 1998) drastisch reduziert. In der vorliegenden
Arbeit konnte gezeigt werden, daß auch durch eine C-terminale Fusion des PEST-Degrons die
Halbwertszeit oder die Stabilität des 55kDa Gag Proteins bzw. des 24kDa Kapsidproteins nicht
signifikant reduziert wird. Im Zusammenhang mit den vorherigen Ergebnissen wird deutlich, daß
die HI-viralen Strukturproteine, Gag und p24KA, in der Lage sind, sowohl der Ubiquitin-
abhängigen als auch der Ubiquitin-unabhängigen Degradation durch das Proteasom
entgegenzuwirken.
Falsch gefaltete, zelluläre Proteine werden nachweislich effizient degradiert. Dennoch
konnte die Theorie, daß durch Einfügen möglicher, die Faltung und Integrität der HI-viralen
Strukturproteine beeinflussender, singulärer Aminosäuremutationen, die Halbwertszeit des HI-
viralen Strukturproteins Gag bzw. des Kapsidantigens reduziert wird, nicht bestätigt werden.
Trotz der hohen Stabilität der HI-viralen Strukturproteine, können sowohl in HIV-infizierten
Patienten als auch im Tiermodell nach z.B. Immunisierung einer für das Gag-Polyprotein bzw.
Kapsidprotein kodierenden Plasmid-DNA effiziente spezifische CD8+ zytotoxische T-
Zellantworten in vivo generiert werden. In diesem Zusammenhang wurde kürzlich die Theorie
aufgestellt, daß die antigenen Peptide durch proteasomale Degradation fehlerhafter
Nebenprodukte der Proteinbiosynthese (DRiPs; „defective ribosomal products“) generiert werden
(Yewdell et al., 1996 und 2001). Infolgedessen wäre daher nicht die absolute Menge oder die
Halbwertszeit des exprimierten Antigens zur Generierung immunogener Peptid/MHC-Klasse I
Komplexe und infolge zur Induktion CD8+-zytotoxischer T Zellen von Bedeutung, sondern primär
die Translationsrate der entsprechenden mRNA-Transkripte. DRiPs werden dabei als nicht-native
Polypeptide oder Proteine definiert, die aufgrund einer fehlerhaften Translation, wie z.B.
vorzeitiger Translationsabbruch (tDRiPs), oder fehlerhafter post-translationaler Modifikation, die
z.B. für eine korrekte Faltung notwendig ist (mDRiPs), entstehen. Ferner konnte gezeigt werden,
daß bei der Neu-Synthese von Proteinen mit einer Häufigkeit von 30% DRiPs entstehen (Schubert
et al., 2000). Diese sind zum größten Teil ubiquitiniliert und dienen als Quelle antigener Peptide.
Dabei ist nicht ausgeschlossen, daß die Häufigkeit der Generierung von DriPs durch endogene
bzw. exogene Signale, wie z.B. Virusinfektionen oder inflammatorische Zytokinen, zusätzlich
noch gesteigert werden kann, um auf diese Weise eine effizientere CD8+ zytotoxische T-
Zellantwort zu gewährleisten. Auch für das HI-virale Polyprotein Gag konnte die Generierung von
ubiquitinilierten, p24-spezifischen hochmolekularen DRiPs (70-250 kDa) demonstriert werden
(Schubert et al., 2000). Unklar bleibt in diesem Zusammenhang weiterhin, welche Rolle die durch
die alternative, interne Translationsinitiation entstandene p40* Gag-Isoform bei der Generierung
von DRiPs bzw. als Quelle antigener Peptide spielt.
D.3.4  Effektivität myogener DNA-Vakzine Vektoren
In den vorherigen Kapiteln wurde bereits ausführlich die Bedeutung einer optimalen
Genexpression auf die Immunogenität in vivo diskutiert. Neben der Optimierung der
Genexpression durch die Adaption des Kodongebrauchs an den von hochexprimierten
Säugetiergenen, können auch noch andere cis-aktive Sequenzelemente des Vektors selbst, die
Genexpression beeinflussen und optimieren (Hartikka et al., 1996). So ist eine effiziente
Translationsinitiation von der Länge 5‘-UTR Bereichs, der mRNA-Sekundärstruktur und u.a. von
dem Vorhandensein einer die Ribosomenbindung gewährleistenden „Kozak“-Konsensus Sequenz
(GCC GCC A/GCC ATG) abhängig (Kozak et al. 1987). Auch das jeweilige Polyadenylierungssignal
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(z.B. BGH („bovine growth homrone“), β-Globin) und die daraus resultierende Länge des Poly(A)-
Schwanzes besitzt sowohl einen Einfluß auf die nukleäre und zytoplasmatische mRNA-Stabilität
und die Translationseffizienz (Manley und Proudfoot, 1994; Colgan und Manley, 1997).
Zusätzlich eingefügte Intronsequenzen (z.B. CMV Intron A, β-Globin Intron) upstream der
kodierenden Sequenz oder bestimmte, virale Exportsignale (z.B. CTE, PRE) können u.U. den
Export der RNA aus dem Zellkern und infolgedessen die Antigen Expression erhöhen (Chapman
et al., 1991; Huang 1990, Huang et al., 1995, Wodrich et al. 2000). Die Wahl des Promotors
bzw. der Enhancer-Elemente, welche die Genexpression auf transkriptioneller Ebene regulieren,
ist dabei von besonderer Bedeutung. Gewöhnlich enthalten eukaryontische Expressionsvektoren
und somit auch die gegenwärtig verwendeten DNA-Vakzine Vektoren virale Promotoren, wie z.B.
den hCMV „immediate early“-Promotor („human cytomegalie virus“), den RSV-Promotor („rous
sarcoma virus“) oder den SV40 Promotor („simian virus 40“). Diese erlauben eine überaus
effiziente und konstitutive Antigen Expression in eukaryontischen Zellen (Foecking et al., 1986). In
den vergangenen Jahren wurde der Verdacht geäußert, daß eine infolge der DNA-Immunisierung,
unkontrollierbare Zelltyp-unabhängige Überexpression von Antigenen, insbesondere im
Zusammenhang mit den dabei induzierten Zytokinen, möglicherweise zu Organschädigungen
oder Autoimmunreaktionen führen könnte (Bui et al., 1997; Qin et al. 1997; Yokoyama et al.
1997). Zudem würde eine langanhaltende Expression die Wahrscheinlichkeit einer zunehmenden
Attenuation und schließlich einer Immuntoleranz gegenüber den Fremdproteinen erhöhen
(Klinman et al., 1997; Mor und Eliza, 2001). Aufgrund dieser geäußerten Sicherheitsbedenken
wäre die Verwendung regulierbarer, Zelltyp spezifischer Promotoren von Vorteil.
D.3.4.1 Die Immunogenität der pc-syngag DNA-Vakzine korreliert mit der
Aktivität des Promotors
In der vorliegenden Arbeit konnte in Übereinstimmung mit anderen Arbeitsgruppen gezeigt
werden, daß der zelluläre MCK-Promotor, welcher normalerweise die Genexpression des
myogenen Enzyms Kreatinkinase reguliert, ausschließlich in ausdifferenzierten Skelletmuskelzellen
(Myotuben) aktiv ist (Buskin et al. 1985; Chamberlain et al., 1985; Jaynes et al., 1986 und 1988;
Johnston 1989; Shield et al. 1996). Allerdings ist die Genexpression im Vergleich zu dem
konstitutivem, viralen CMV-Promotor um 50% reduziert. Obwohl beschrieben wurde, daß durch
die Insertion des für die Spezifität der Genexpression hauptsächlich verantwortlichen E1-Enhancer
Elements 250bp upstream des CMV-Promotors/Enhancers eine im Vergleich zum CMV Promotor,
langanhaltende effiziente Genexpression nach Injektion transduzierter Muskelzellen induziert
werden kann (Dai Y. et al., 1992), konnte dies in vivo nicht bestätigt werden (Hartikka J. et al.,
1996). Ferner weist der MCK/CMV Hybridpromotor keine Muskelspezifität auf. In diesem
Zusammenhang wäre es interessant, den Einfluß des E1 Elements auf den basalen CMV-Promotor
zu untersuchen. Nach Immunisierung der verschiedenen DNA-Vakzine Kandidaten konnte in der
vorliegenden Arbeit gezeigt werden, daß die Immunogenität des in vivo exprimierten HI-viralen
Antigens Gag im wesentlichen mit der Aktivität des jeweiligen Promotors korreliert. Dennoch
induziert die Gag-spezifische myogene DNA-Vakzine sowohl eine detektierbare Antigen-
spezifische humorale als auch eine zelluläre Immunantwort in vivo. Da in einer Studie
demonstriert wurde, daß die mit einer entsprechenden, myogenen DNA-Vakzine immunisierten
Versuchstiere vor einer genitalen HSV-2 Infektion geschützt waren, (Gebhard et al., 2000)
impliziert allerdings auf der anderen Seite, daß eine starke konstitutive Genexpression nicht
unbedingt die Voraussetzung für die Induktion einer schützenden Immunantwort sein muß.
Alternativ zum murinem MCK-Promotor, könnte z.B. der muskelspezifische jedoch
differenzierungsunabhängige Desmin-Promotor verwendet werden, dessen Aktivität in vitro mit
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dem CMV-Promotor vergleichbare ist (Li und Paulin, 1993, Loirat et al., 1999, Naffakh et al.,
1996, Armand et al., 2000, Kwissa et al. 2000). Die entsprechenden myogenen Antigen-
spezifischen DNA-Vakzine Vektoren induzieren dabei eine mit dem CMV-Promotor vergleichbare
humorale und zelluläre Immunantwort (Armand et al., 2000; Kwissa et al. 2000; Loirat et al.,
1999).
D.3.4.2 Die Effektivität myogener DNA-Vakzine Vektoren ist abhängig von
der Freisetzung des exprimierten Antigens in vivo
In allen bislang veröffentlichten Studien, in denen die Effektivität myogener DNA-Vakzine
Vektoren untersucht wurde, kodierten die Plasmide für partikuläre Antigene, wie z.B. dem HBsAg
(HBV), Sekretproteine oder exponierte Hüllproteine. Interessanterweise konnte in der
vorliegenden Arbeit gezeigt werden, daß unter Verwendung myogener Vektoren nur in den Fällen
eine relativ effiziente Gag-spezifische humorale als auch zelluläre Immunantwort induziert wird,
wenn das partikuläre oder das myristylierungsdefekte Gag Polyprotein, welches aufgrund von
lysierten Zellen freigesetzt wird, exprimiert wird. Im Gegensatz dazu konnte trotz effizienter
Genexpression des zytoplasmatischen HI-viralen Kapsidproteins p24KA in ausdifferenzierten
Muskelzellen, lediglich eine schwache p24-spezifische Immunantwort in vivo detektiert werden.
Diese Ergebnisse implizieren, daß, bei Verwendung myogener DNA-Vakzine Kandidaten, die
Voraussetzung der Induktion Antigen-spezifischer Immunantworten eine Freisetzung des in
Muskelzellen exprimierten Antigens z.B. durch Sekretion, Abschnürung von Lipoproteinpartikeln
oder apoptotischer Prozesse und infolgedessen „Cross-Priming“-Effekte sind. Zudem scheint
hierbei die allgemein anerkannte Theorie bestätigt zu werden, daß nach i.m. DNA-Immunisierung
die Muskelzellen zwar effiziente Antigen-produzierende Zellen sind, jedoch nicht in der Lage
sind, das Antigen MHC-Klasse I restringiert zu präsentieren und somit eine initiale Immunantwort
zu induzieren (Ulmer et al., 1996; Condor et al., 1996).
D.3.4.3 IFN-γ reprimiert die Aktivität konstitutiver und zellulärer Promotoren
Die körpereigenen Abwehrmechanismen sind in der Lage, die virale Genexpression in vivo
zu unterdrücken. So konnte z.B. gezeigt werden, daß die Aktivität einer Vielzahl viraler
Promotoren durch das inflammatorische Zytokin IFN-γ, welches insbesondere nach DNA-
Immunisierung Antigen-unspezifisch bzw. Antigen-spezifisch von NK-Zellen,
Monozyten/Makrophagen, dendritischen Zellen und T-Lymphozyten sezerniert wird, inhibiert
wird (Harms und Splitter 1995, Ghazizadeh et al. 1997, Qin et al., 1997). In der vorliegenden
Arbeit konnte in diesem Zusammenhang gezeigt werden, daß nicht nur die Aktivität des viralen
CMV-Promtors, sondern auch die des zellulären MCK-Promotors bereits durch geringe
Konzentrationen IFN-γ reduziert wird. Somit besitzt der zelluläre MCK-Promotors gegenüber dem
CMV-Promotor, insbesondere im Hinblick auf eine langanhaltenden Genexpression in vivo keinen
Vorteil.
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Abbildung D-5 Hypothetischer Mechanismus der Immuninduktion durch i.m. Immunisierung myogener DNA-Vakzine
Vektoren. Lediglich diejenigen Antigene, die als partikuläre Antigene oder assoziiert mit apoptotischen Vesikel von der
Muskelzelle freigesetzt werden sind in der Lage eine effiziente MHC-Klasse I restringierte Immunantwort zu induzieren. Eine
basale Expression der Antigene in direkt transfizierten APZ führt vermutlich zur MHC-Klasse II restringierten Präsentation.
Dennoch stellen myogene DNA-Vakzine Vektoren im Vergleich zu herkömmlichen
Vektoren „sicherere“ Vektorsysteme dar, die trotz einer allgemein reduzierten Expressionsrate
durch Modifikation der Antigen Lokalisation in der Lage sein könnten, eine schützende
Immunantwort in vivo zu induzieren. Alternativ zur Verwendung gewebsspezifischer Promotoren,
können die Plasmid-DNA Moleküle mit CTLA-5 fusioniert werden, wobei durch die Interaktion
mit den Oberflächenmolekülen CD80 (B7-1) bzw. CD86 (B7-2) Antigen-präsentierender Zellen
eine gezielte, zellspezifische  Aufnahme der Plasmide und infolgedessen eine effiziente Induktion
initialer Immunantworten gewährleistet wird (Deliyannis et al. 2000)
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D.4 Entwicklung und Evaluierung neuer DNA-Vakzine Kandidaten
gegen das HI-virale Tat Protein
D.4.1 Impfstoffe gegen toxische Antigene und Virulenzfaktoren
Viele Krankheitssymptome bakterieller Infektionen werden durch Toxine, wie z.B. dem
Tetanospasmin (Clostridium tetani) und dem Diphterietoxin (Corynebacterium diphteriae), die
vom Bakterium selbst sezerniert werden, verursacht. Auch während einer viralen Infektion
werden regulatorische Proteine exprimiert, die entweder intrazellulär in verschiedene
Stoffwechselprozesse der Wirtszelle störend eingreifen oder nach Sekretion bzw. Freisetzung auf
andere Zellen einwirken. Eine Vielzahl viraler Proteine, wie z.B. ICP47 (HSV-1/2 „herpes simplex
virus“), 19kDa-E3 (Adenovirus) oder US3 (hCMV; „human cytomegalie virus“), besitzen zudem
immunmodulatorische Eigenschaften und reduzieren die Erkennung infizierter Zellen durch die
Immunzellen. Aufgrund der toxischen Eigenschaften bakterieller Virulenzfaktoren erfolgt eine
Impfung generell mit Toxoiden, d.h. mit z.B. durch Formalin chemisch inaktivierten Toxine. In
den vergangenen Jahren wurde insbesondere im Rahmen der Entwicklung geeigneter HIV/AIDS-
Impfstoffe deutlich, daß womöglich nur eine kombinatorische Vakzine, die gegen eine Vielzahl
viraler Proteine und somit auch gegen die regulatorischen, HI-viralen Proteine, wie z.B. Rev, Nef
und Tat, gerichtet ist und auf unterschiedliche Vakzine-Konzepten und Verabreichungsformen
basiert, einen umfassenden Schutz vor HIV-Infektion induzieren könnte. Effiziente Vakzine-
Konzepte, die gegen die früh im viralen Replikationszyklus exprimierten Proteine gerichtet sind,
könnten so die HIV Replikation in einem frühem Stadium inhibieren und infolgedessen eine
systemische Ausbreitung des Virus verhindern. Da allerdings die Verabreichung von
entsprechenden Toxoiden verstärkt die humorale Immunantwort induziert, würden Virus-
infizierte Zellen aufgrund der nur unzureichend induzierten zellulären Immunantwort nur
ineffizient eliminiert werden. Somit wäre das eigentliche Ziel verfehlt. Die DNA-Vakzinierung
sowie auch die Impfung mit rekombinanten viralen Vektoren (rVV, MVA), welche in der Lage
sind, sowohl eine humorale als auch eine effiziente zelluläre Immunantwort zu induzieren, stellt
diesbezüglich eine mögliche Alternative dar. Hierbei werden jedoch wiederum die Toxine bzw.
Virulenzfaktoren in ihrer aktiven Form in vivo exprimiert. Aus diesem Grund müssen Strategien
entwickelt werden, die es erlauben inaktive und dennoch immunogene Formen des jeweiligen
Proteins in vivo zu exprimieren, um auf diese Weise insbesondere eine effiziente zelluläre
Immunantwort zu induzieren.
D.4.2 Entwicklung effizienter DNA-Vakzine Kandidaten gegen das
regulatorische HIV-1 Tat Protein
D.4.2.1 Die Bedeutung einer Tat-spezifischen Vakzine
Das HIV-spezifische, regulatorische und vorwiegend im Zellkern lokalisierte Protein Tat,
welches bereits früh während des Replikationszyklus exprimiert wird, ist essentiell für die virale
Genexpression (Fisher et al., 1986; Dayton et al., 1986, zur Übersicht: Karn, 1999). In den
vergangenen Jahren verdichteten sich die Indizien, daß das HI-virale Tat Protein neben der
Aktivierung der viralen, LTR-abhängigen Transkription auch andere, weitreichendere Funktionen
besitzt (Huang et al. 1994, Jeang et al., 1999). So gibt es Hinweise, daß Tat apoptotische Prozesse
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in Lymphozyten induziert (Westendorp et al. 1995; Li et al., 1995; McCloskey et al., 1997) bzw.
auch inhibiert (Gibellini et al. 1995), ruhende T-Zellen zur Proliferation anregt (Ott et al., 1997),
als Neurotoxin wirkt (Kolson et al., 1994; Sabatier et al., 1991; Liu et al., 2000) und Funktionen
besitzt, die Chemokinen (Albini et al., 1998) bzw. Wachstumsfaktoren ähneln (Trinh et al., 1999).
Ferner induziert Tat die Expression einer Vielzahl von Zytokinen (Rautonen et al., 1994), wie z.B.
TNFα/β (Buonogaro et al., 1992, Westendorp et al., 1995), TGFα/β (Lotz et al. 1994; Nabell et al.
1994), IL-2 (Purvis et al., 1992, Westerndorp et al., 1994), IL-6 (Scala et al., 1994) und IL-8
(Mahieux et al., 2001), und aktiviert bzw. interveniert zelluläre Signalkaskaden, an denen u.a. die
Phosphatidylinositol-3-Kinase (Milani D. et al. 1996 und 1998) oder NF-κB (Biswas et al., 1993;
Manna und Aggarwal 2000; Ott et al., 1998) beteiligt sind. Aufgrund dieser Vielzahl
(immun)regulatorischer Eigenschaften steht das Tat Protein in einem engen Zusammenhang mit
der HI-viralen Pathogenese und der mit der Infektion assoziierten Immunsuppression (Zagury et
al., 1998). So konnte z.B. gezeigt werden, daß Tat das Wachstum von Kaposi-ähnlichen
Endothelzellen (KSC; „Kaposi sarcoma spindle cell“) stimuliert, und somit die Entstehung der
HHV-8 („human herpesvirus 8“) assoziierten Kaposi-Sarkomen bei HIV-infizierten Patienten
begünstigt (Ensoli et al. 1990; Barialli et al., 1993; zur Übersicht. Ensoli et al., 2001). Alle bislang
bekannten Funktionen beruhen vorwiegend auf der Fähigkeit des überwiegend nukleär
lokalisierten Tat Proteins, von den Zellen freigesetzt und auch extrazelluläre aktiv zu sein (Ensoli et
al., 1993). Obwohl bekannt ist, daß Tat nicht sezerniert wird, ist die Freisetzung aus intakten
Zellen, welche durch Erhöhung der Temperatur (42°C) und unter serumfreien Bedingungen
gesteigert werden kann, noch im Detail unklar (Chang et al., 1997). An der Aufnahme des
funktionsfähigen, extrazellulären Tat Proteins scheint vor allem das ubiquitäre Herparansulfat
Proteoglykan Molekül (HSPG) beteiligt zu sein, welches mit der basischen Domäne des Tat
Proteins (aa. 49-57) interagiert (Chang et al., 1997; Tyagi et al., 2001). Ferner ermöglicht eine
Fusion dieser basischen Domäne mit anderen Proteinen eine effiziente Zelltyp-unabhängige
Internalisierung und Transduktion von Zellen (Mann und Frankel, 1991; Fawell et al. 1994;
Nagahara et al., 1998; Vives, 1997; Schwarze et al., 1999; Becker-Hapak et al., 2001).
Verschiedene klinische Studien belegen, daß die Anwesenheit Tat-spezifischer Antiköper
(Zagury et al., 1998; Re et al., 1995; Rodman et al., 1993; Reiss et al. 1990) sowie Tat-
spezifischer zytotoxischer T-Zellen (van Baalen et al., 1997; D’Souza et al., 1996) mit einem
verlangsamten Krankheitsverlauf von HIV-infizierten Patienten korreliert. Zudem ist Tat innerhalb
der für das humane System immundominanten Domänen (ID1: 5-22; ID2: 43-62) stark
konserviert (Neuveut und Jeang, 1996, Goldstein, 1996). Aufgrund dieser Beobachtungen würde
eine Tat-spezifische HIV/AIDS-Vakzine eine wertvolle Komponente einer kombinatorischen,
präventiven bzw. therapeutischen HIV/AIDS-Vakzine darstellen (Goldstein, 1996).
D.4.2.2 Optimierung der Tat Expression durch Adaption des
Kodongebrauchs
Aufgrund des ermittelten Molekulargewichts des Tat Proteins (1-86aa.) kann eine
zelltypunabhängige, post-translationale Modifikation, wie z.B. Acetylierungen (Kiernan et al.,
1999) oder Phophorylierungen, in vivo nicht ausgeschlossen werden. In einer erst kürzlich
veröffentlichten Studie wurde das Tat Protein in HeLa Zellen ebenfalls als 16kDa Protein
detektiert, jedoch wurde diese Beobachtung nicht diskutiert (Kjerrström et al., 2001). In der
vorliegenden Arbeit konnte weiterhin gezeigt werden, daß durch die Anpassung des
Kodongebrauchs an der von hochexprimierten Säugetiergenen die Tat Expression in Abhängigkeit
von zelltypspezifischen Faktoren deutlich erhöht wird. Während in den humanen Zellen die
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Expression gegenüber der Wildtyp-kodierenden Gensequenz nur geringfügig ist, so ist dagegen die
Tat Expression in den murinen Zellinien 3T3 und C2C12 signifikant erhöht. Diese in murinen
Zellen beobachtete reduzierte Expression der HI-viralen Wildtyp kodierenden Sequenz ist weder
auf transriptioneller und translationaler Ebene, noch auf Ebene des RNA-Exports begründet. Diese
Ergebnisse lassen die Schlußfolgerung zu, daß auch die Tat-spezifischen pre-mRNA Transkripte
möglicherweise Sequenzelemente enthalten, die in murinen Zellen möglicherweise zu einer
verstärkten nuklären Instabilität und Degradation der HI-viralen RNA-Spezies führen. Zu diesen
Beobachtungen gibt es in der Literatur bislang keine weiteren Hinweise, da erstaunlicherweise die
Expression aller bislang veröffentlichten Tat DNA-Vakzine Kandidaten lediglich in humanen Zellen
oder Primatenzellen, nicht aber in murinen Zellen überprüft worden ist.
D.4.2.3 Die Kodon-Optimierung erhöht die Immunogenität der Tat-
spezifischen DNA-Vakzine im Balb/c-Mausmodell
Durch die Optimierung des Kodongebrauchs und der damit verbundenen Erhöhung der
Tat-spezifischen Expressionsrate in murinen Zellen, konnte auch demzufolge die humorale sowie
zelluläre Tat-spezifische Immunantwort nach i.m. Immunisierung der entsprechenden
synthetischen Tat-spezifischen DNA-Vakzine Kandidaten, gegenüber der Wildtyp Genkassette,
signifikant erhöht werden. Dies war insbesondere bei geringen Konzentrationen immunisierter
Plasmid DNA (20µg) zu beobachten. Auch in den bislang veröffentlichten murinen
Immunisierungsstudien konnten trotz wiederholter Auffrischimpfungen und Vorbehandlung der
Versuchstiere mit Myotoxinen lediglich geringe Tat-spezifische AK-Titer (1:400-1:2000)
nachgewiesen werden (Kjerrström et al., 2001, Caselli et al., 1999). Im Vergleich dazu, werden
nach einer 3-maligen Immunisierung einer entsprechenden pc-syntat DNA-Vakzine Tat-
spezifische AK-Titer von durchschnittlich 1:10.000 induziert. Dennoch konnte wiederholt
bestätigt werden, daß die durch DNA-Immunisierung einer Tat-spezifischen DNA-Vakzine
induzierte humorale Immunantwort weitaus ineffizienter ist, als eine Immunisierung mir
rekombinantem Tat Protein (Casell et al., 1999; Kjerrström et al., 2001). Inwieweit dies allerdings
auch für die neuartige, synthetische pc-syntat DNA-Vakzine gilt, die zudem auch eine erhöhte
zelluläre Immunantwort induziert, wurde gegenwärtig noch nicht untersucht.
D.4.2.4 B-Zell Epitope und neutralisierende Eigenschaften der Antikörper
Die bislang dokumentierten Tat-spezifischen B-Zell Epitope wurden innerhalb der Cystein-
reichen (20-40aa.) (Caselli et al., 1999) bzw. zentralen Region (31-50aa.) (Kjerrström et al., 2001;
Hinkula et al 1997) des Tat Proteins detektiert, obwohl nach Immunisierung mit Protein, die
murinen B-Zell Epitope innerhalb des N-terminalen (1-20aa.) (Dingwall et al., 1989; Mhashilkar et
al., 1995; Valvatne et al. 1996; Caselli et al. 1999) bzw. des C-terminalen Bereichs (72-86aa.)
(Dingwall et al. 1989; Brake et al. 1990) identifiziert wurden. Diese Ergebnissen implizieren, daß
möglicherweise aufgrund der unterschiedlichen Mechanismen der Immuninduktion die durch
DNA,- bzw. Protein-Immunisierung induzierten AK gegen unterschiedliche Epitope oder gegen
gleiche Epitope mit unterschiedlicher Effizienz gerichtet sind (Casell et al., 1999). Ferner besitzen
die durch DNA-Immunisierung induzierten Tat-spezifischen Antikörper nur zu 50%, die durch das
Tat Protein induzierten AK zu 100% neutralisierende Eigenschaften (Casell et al., 1999). Ob die
neutralisierenden Eigenschaften der AK mit dem absolutem AK-Titer oder aber mit der
Immunisierungsart (DNA versus Protein) im Zusammenhang stehen ist allerdings bislang unklar. In
der vorliegenden Arbeit konnte dagegen trotz Verwendung der TatLAI-spezifischen Peptide, die B-
Zell Epitope vorwiegend in der N-terminalen (1-20aa.) und, in Abhängigkeit der absoluten AK-
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Titer, ebenso in der zentralen Region (41-70aa.) detektiert werden. Tat-spezifische Antikörper, die
eben gegen diese linearen Epitope (1-20aa.; 41-70aa.) gerichtet sind, sind nachweislich in der
Lage, die transaktivierenden Eigenschaften des nativen Tat Protein neutralisierten (Brake et al.
1990, Valvatne et al., 1996). Es liegt daher nahe, daß durch die Anpassung des Kodongebrauchs
und der damit verbundenen Erhöhung der induzierten Tat-spezifischen Ak-Titer in vivo ebenso
effiziente, und neutralisierende AK induziert werden können als durch die Immunisierung mit Tat
Protein.
D.4.2.5 Erhöhung der Sicherheit durch das „Scrambling“ des tat Gens
Aufgrund der bereits dargestellten immunmodulatorischen Eigenschaften des nativen Tat
Proteins  ist eine Inaktivierung des Proteins für die Anwendung im Menschen dringend
erforderlich (Cohen et al., 1999). Daher lag in den vergangenen Jahren der Schwerpunkt bei der
Entwicklung eines potentiellen Tat-Vakzine Kandidaten auf der Generierung eines chemisch,
durch Carboxy-Methylierung (Frankel et al., 1988) inaktivierten Tat Toxoids (zur Übersicht: Gallo
et al. 1999). Das Tat Toxoid ist im Vergleich zum nativem Tat Protein äußerst stabil und induziert
in verschiedenen Tiermodellen, wie z.B. in Mäusen und Kaninchen (Le Buanec et al., 1998) sowie
Makaken (Pauza et al., 1999 und 2000), vergleichbare Tat-spezifische AK-Titer. Die Ergebnisse
der ersten humanen klinischen Studien in seropositiven sowie seronegativen Patienten bestätigen
die Sicherheit des Tat Toxoids und die Induktion Tat-spezifischer AK (1:16.000-1:64.000)),
welche bis zu einem Jahr nach Vakzinierung nachweisbar sind (Gringeri et al., 1998 und 1999).
Dennoch könnte durch alternative Immunisierungmethoden, wie z.B. der DNA-Immunisierung
oder rekombinanter viraler Vektoren (Osterhaus et al., 1999) eine effizientere zelluläre
Immunantwort induziert werden, die in der Lage wäre virusinfizierte Zellen frühzeitig zu
eliminieren. Eine gegenwärtige Tat-spezifische DNA-Vakzine, die bislang nur im murinem
Tiermodell untersucht wurde, besitzt singuläre Aminosäuresubstitutionen (Cys22→Gly22;
Cys22/Cys37→Gly22/Ser37) innerhalb der stark konservierten Cystein-reichen Domäne des Tat-
Proteins. Dabei konnte gezeigt werden, daß die mutierten ebenfalls extrazellulär vorliegenden Tat
Proteine, welche nicht nur biologisch inaktiv sind, sondern auch trans-dominant negativ auf
natives Tat Protein wirken (Betti et al., 2001) und vergleichbare immunologische Eigenschaften
besitzen wie das entsprechend in vivo expimierte, native Tat Protein (Caselli et al., 1999).
Allerdings wurde erst kürzlich ein murines ZTL-Epitop identifiziert (17-25aa.) (Morris et al., 2002),
welches allerdings aufgrund der genannten das Tat Protein inaktivierenden Mutationen, ebenfalls
zerstört wurde. Dies zeigt deutlich, daß durch gezielte Mutationen auch mögliche immunologisch
bedeutende Epitope zerstört werden könnten und diese Strategien somit nicht immer sinnvoll
sind. In der vorliegenden Arbeit wurde durch eine neuartige Methode, die auf einer partieller
Fragmentierung des Proteins und anschließender Neuanordnung der Peptide beruht, ein Gen
generiert, welches für ein inaktiviertes, synthetisches „Scrambled“-Tat Protein kodiert.
D.4.2.5.1 Das „Scrambled“ Tat Protein ist biologisch inaktiv
Hierbei konnte gezeigt werden, daß das ca. 18kDa umfassende Protein von zell,- und
gewebsspezifischen Faktoren unabhängig exprimiert wird, und aufgrund zweier erhalten
gebliebener Kernlokalisierungssequenzen (GRKKR) (Ruben S. et al., 1989) im Zellkern lokalisiert
ist. Allerdings ist dessen Lokalisierung im Gegensatz zum Wildtyp Tat Protein ausschließlich
nukleär und war zudem auf distinkte bislang unbekannte Kompartimente beschränkt. Obwohl
diese Kompartimentierung bislang nicht im Detail untersucht wurde, könnte es sich dabei
vermutlich um Nukleoli handeln. Der Befund, daß das „Scrambled“-Tat Protein nicht im
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Zytoplasma lokalisiert ist, läßt vermuten, daß es nicht von der Zelle freigesetzt werden kann. Zur
weiteren Überprüfung müßten allerdings weitere Untersuchungen durchgeführt werden. Des
weiteren konnte gezeigt werden, daß im Vergleich zum Wildtyp-Tat Protein das „Scrambled“-Tat
Protein seine transaktivierenden Eigenschaften verloren hat. Somit kann davon ausgegangen
werden, daß dieses artifizielle Protein nicht mehr funktionsfähig ist und durch das
Herstellungsverfahren inaktiviert wurde.
D.4.2.5.2 Die „Scrambled“-Tat DNA-Vakzine induziert eine effiziente Wildtyp Tat-
spezifische, zelluläre Immunantwort in vivo
Obwohl die ursprüngliche Aminosäuresequenz umstrukturiert wurde und dadurch die
biologischen Eigenschaften des „Scrambled“-Tat Proteins inaktiviert wurden, induziert das nach
DNA-Immunisierung in vivo exprimierte Protein eine effiziente Wildtyp Tat-spezifische zelluläre
Immunantwort, die vergleichbar ist, mit der, welche durch die Immunisierung des Kodon-
optimierten Tat-spezifischen DNA-Plasmids induziert wurde.
Abbildung D-6 Hypothetisches Mechanismus der Immuninduktion durch i.m. Immunisierung verschiedener, Tat-spezifischer
DNA-Vakzine Kandidaten. Die effiziente Induktion einer humoralen und zellulären Immunantwort nach DNA-Immunisierung
des Kodon-optimierten pc-syntat Expressionskonstrukts gegenüber dem pc-wttat Vektors wird vermutlich allein durch die
Erhöhung der Expressionsrate in vivo bedingt. Die in vivo Expression des „Scrambled“ Tat Proteins induziert vornehmlich
eine effiziente wtTat- spezifische, zelluläre Immunantwort, so daß wahrscheinlich die Immuninduktion durch direkt
transfizierte APZ eine größere Rolle spielen als „Cross-Priming“-Effekte. Ferner wird möglicherweise entweder das
„Scrambled“ Tat  Protein von den Muskelzellen nur unzureichend freigesetzt, oder die wtTat-spezifischen B-Zell Epitope
wurden, im Gegensatz zu den T-Zell Epitopen, durch das Herstellungsverfahren zerstört.
Dieses Ergebnis läßt vermuten, daß, in ähnlicher Weise wie bei multivalenten Minigenen,
ursprüngliche Tat-spezifische T-Zellepitope aufgrund ihrer natürlichen flankierenden
Aminosäuresequenzen proteasomal prozessiert und MHC-Klasse I restringiert auf der Oberfläche
von APZ präsentiert werden können. In diesem Zusammenhang konnte weiterhin gezeigt werden,
daß in beiden Fällen die Antigen-spezifischen, zellulären Immunreaktionen gegen den zentralen
Bereich (31-60aa.) gerichtet sind. Diese Region (31-50aa.) ist bereits als murines, T-Zell
spezifisches Epitop identifiziert (Hinkula et al., 1997; Kjerrström et al., 2001). Bislang war
unbekannt, ob speziell im murinem Tiermodell, Tat-spezifische CD8+ zytotoxische T-Zellen
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induziert werden können. Mit der kürzlichen Identifizierung eines murinen HIVIIIB-spezifischen
ZTL-Epitops (17QPKTACTNC25) (Morris et al. 2001) könnten nun des weiteren die durch DNA-
Immunisierung induzierten „Scrambled“-Tat spezifischen, zellulären Immunantworten detailliert
untersucht werden. Trotz effizienter zellulärer Immunreaktionen, ist die durch i.m. DNA-
Immunsierung des „Scrambled“-Tat Vektors induzierte humorale Immunantwort ausgesprochen
ineffizient.
D.4.3 Die Tat-spezifische DNA-Vakzine als Komponente eines
kombinierten HIV/AIDS-Vakzine Konzepts
Da lediglich in einem Fallbeispiel gezeigt werden konnte, daß die wiederholte
Immunisierung von Cynomolgus Affen (Macaca fascicularis) mit Tat Protein und die Induktion Tat-
spezifischer AK-Titer (1:10.000) einen Schutz gegen das pathogene, aber für diese Affenart nicht
geeigneten Impfvirus SHIV89.6P induziert (Cafaro et al., 1999), wird eine Tat-spezifische Vakzine
lediglich eine Komponente einer kombinatorischen HIV/AIDS-Vakzine sein. Mit Hilfe der in dieser
Arbeit erstmals vorgestellten Methode wurde eine Tat-spezifische DNA-Vakzine entwickelt,
welche zelltypunabhängig ein biologisch, inaktives „Scrambled“-Tat Protein exprimiert und eine
effiziente sowie Wildtyp-Tat-spezifische, zelluläre Immunantwort in vivo induziert. Durch ein
„DNA-Prime/Protein-Boost“ Verfahren mit dem chemisch inaktiviertem Tat Toxoid (Gallo et al.
1999) könnten zudem effiziente Tat-spezifische und neutralisierende AK-Titer generiert werden.
Das „Scrambled“ tat Gen könnte weiterhin in attenuierte virale oder bakterielle Vektoren
integriert werden, um auf diese Weise die Immunogenität zusätzlich zu steigern.
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D.5 Ausblick: HIV/AIDS-Vakzine 2002
In der vorliegenden Arbeit wurden sowohl grundlegende Mechanismen der DNA-
Immunisierung sowie Strategien der Immunmodulation im Balb/c-Mausmodell, am Beispiel des
HI-viralen Strukturproteins Gag und des Regulatorproteins Tat, erörtert. Die daraus gewonnenen
Erkenntnisse tragen wesentlich zur Optimierung herkömmlicher Vakzine-Vektoren bei.
Insbesondere die Kodon-optimierten Genkassetten verschiedenster HI-viraler Proteine, wie z.B.
Gagpol und Env, die zusätzlich integrierte „Scrambled“-Gene der regulatorischen, inaktivierten
Proteine Nef und Protease, die sowohl auf Basis des HI-virale Prototyp B Isolats (Graf et al., 2000)
und einem in China representativem C-Typ Isolats (Su et al. 2000) entwickelt wurden, stellen
bereits jetzt potentielle HIV/AIDS-Vakzine Kandidaten der 2.Generation dar. Diese, in unserer
Arbeitsgruppe zum gegenwärtigem Zeitpunkt detailliert in prä-klinischen Studien im Makaken-
Tiermodell evaluierten DNA-Vakzine Vektoren (K.Bieler, Dissertation 2002, IMMH Regensburg)
sind, in Kombination mit anderen Immunisierungstrategien, die in Kooperation mit weiteren
europäischen, wissenschaftlichen sowie industriellen Partnern entwickelt und produziert werden,
für humane klinische Studien der Phase I/II in Europa und China geplant. Kodon-optimierte DNA-
Vakzine Vektoren befinden sich bereits seit 2001 in einer klinische Studien der Phase I
(H.Robinson, Emory Univ./HVTN „HIV-1 vaccine trial network“). Auch weitere humane Studien,
wie z.B. für DNA-Mikropartikel (Chiron/HVTN) oder DNA-Immunisierung in Kombination mit
immunstimulatorischen Zytokinen (Wyeth Lederle/HVTN; Singh et al., 2000) werden im Jahr
2002 initiiert werden. Nach vorherrschender Meinung wird die DNA-Vakzine dabei lediglich eine
von zahlreichen Komponenten einer möglichen HIV/AIDS-Impfstoffes sein, da nur auf diese
Weise eine Isolat-übergreifende, schützende Immunantwort im Menschen erzielt werden kann.
Bereits im Jahr 2002 werden die ersten klinischen Studien der Phase II/III mit kombinierten
Impfstoffe, darunter auch synthetische DNA-Vakzine Kandidaten, in ausgewählten Populationen
initiiert. Dennoch werden mindestens zwei weitere Jahre vergehen, bis die ersten Daten
vorliegen.
Abbildung D-7 Schematische Übersicht über mögliche Korrelate zur Induktion einer schützenden Immunantwort vor HIV-1
Infektion. Nach vorherrschender Meinung könnte nur die Induktion effizient neutralisierender Antikörper, langanhaltener
zellulärer Immunreaktionen und einer mukosalen Immunantwort gegen möglichst konservierte Regionen einer Vielzahl
viraler Antigen (Hüllproteine, Strukturproteine und regulatorische Proteine) von verschiedenen Virusisolaten eine Reduktion
der Übertragung, die Kontrolle der Virusreplikation und möglicherweise eine sterile Immunität induzieren. Diese vielfältigen
Immuninduktionen könnten nur durch die Kombination unterschiedlicher HIV/AIDS-Vakzine Kandidaten sowie
verschiedener Immunisierungsstrategien (vgl. A.4) erreicht werden.
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